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Hidrocarbonetos,  metais  pesados  e  defensivos  agrícolas  são  poluentes  que 
oferecem  alto  risco  à  saúde  humana  e  de  animais. No  entanto,  estão  constantemente 
sendo  introduzidos  no  meio  ambiente  como  resultado  de  atividades  petroquímicas, 
industriais, agrícolas e do próprio estilo de vida moderna, necessitando que processos de 
remedição  sejam empregados para a  sua  completa eliminação. A biorremediação é um 
processo mediado por microrganismos que possui grande potencial para recuperação de 
ambientes  contaminados,  mas  a  falta  de  informação  sobre  fatores  que  regulam  o 
crescimento e o metabolismo das comunidades microbianas em ambiente poluído  limita 
sua  implementação. Técnicas aplicadas à bioquímica do solo e análises metaproteômicas 
podem  avaliar  as  atividades  microbianas  e  identificar  as  alterações  fisiológicas 
decorrentes da exposição a agentes tóxicos. O objetivo do presente estudo foi monitorar 
parâmetros bioquímicos tais como: respiração, biomassa microbiana, qCO2 e atividades de 
enzimas  específicas  envolvidas  nos  principais  ciclos  biogeoquímicos,  assim  como  a 
identificação dos perfis metaproteômicos de solos impactados. De uma maneira geral, os 
hidrocarbonetos  afetaram  todos  os  parâmetros  bioquímicos  avaliados,  sendo  que  na 
presença  de metais  pesados  tais  efeitos  foram mais  acentuados.  Para  a  realização  das 
análises metaproteômicas  foi elaborado um protocolo para extração direta de proteínas 
do  solo  que  permitiu  a  separação  de  1600  spots  bem  resolvidos  em  géis  2D‐PAGE. Os 
perfis  metaproteômicos  revelaram  proteínas  qualitativamente  e  quantitativamente 
expressadas diferentemente em decorrência da presença dos contaminantes. As análises 
metaproteômicas  dos  distintos  solos  expuseram  proteínas  expressadas  em  comum, 
envolvidas no sistema de resposta a estresse ambiental, tais como: chaperonas, fatores de 
elongação  EF‐Tu,  superóxido  dismutases,  proteínas  de  transporte  da  superfamília  ABC, 
Alquil  hidroperóxidos  redutases,  peptidil  prolil  cis‐isomerases,  bem  como  outras 
específicas do metabolismo. Estes resultados demonstram que a metaproteômica é uma 
ferramenta  robusta  que  pode  auxiliar  no  entendimento  das  comunidades microbianas 
complexas,  revelando  alterações  dinâmicas  da  população  frente  a  alterações  no 
ecossistema.  Com  base  na  literatura  internacional  este  é  o  primeiro  estudo 
metaproteômico “in situ” de solos contaminados.  
________________________ 
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human  health.  These  pollutants  are  constantly  introduced  into  the  environment  as  a 
result  of  petrochemical,  industrial,  agricultural  activities  and  our  modern  life  style, 
requiring  remediation  processes  that  are  used  to  their  complete  elimination. 
Bioremediation  is a process carried out by  living organisms which has great potential for 
the  recuperation of  contaminated environments, but  the  lack of  information about  the 
factors  that  regulate  growth  and  metabolism  of  microbial  communities  in  polluted 
environments  limits  its  implementation.  Soil  biochemistry  techniques  and 
metaproteomics analyses can assess  the microbial activity and  identify  the physiological 
changes  resulting  from  exposure  to  toxic  agents.  The  objective  of  this  study  was  to 
determine  biochemical  parameters  such  as:  respiration, microbial  biomass,  qCO2  and 
activities  of  specific  enzymes  involved  in major  biogeochemical  cycles,  as  well  as  the 
identification of metaproteomics profiles of  contaminated  soil.  In general hydrocarbons 
affected  all  the  biochemical  parameters  evaluated,  and  the  presence  of  heavy metals 
caused an  increase  in  these parameters. A protocol  for direct extraction of soil proteins 
that  allowed  the  separation  of  more  than  1600  spots  settled  in  2D‐PAGE  gels  was 
developed.  The metaproteomics  profiles  revealed,  qualitatively  and  quantitatively,  that 
proteins  were  expressed  differently  due  to  the  presence  of  these  contaminants. 
Metaproteomics  analyses  of  different  exposed  soils  showed  proteins  expressed  in 




understanding  of  complex  microbial  communities,  revealing  the  dynamic  of  the 
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A  contaminação  ambiental  crescente  nas  últimas  décadas  e  acentuada  após  a 
segunda  guerra mundial,  é  o  resultado  direto  de  atividades  petroquímicas,  industriais, 
agrícolas e do próprio estilo de vida moderno. Estas atividades geram  inúmeros resíduos 
orgânicos,  com  destaque  para  hidrocarbonetos  do  petróleo,  que  apresentam  elevado 
potencial tóxico e recalcitrante.  
Quando  dispostos  no  em  matrizes  ambientais,  alteram  de  forma  massiva  e 
significativa a qualidade de  vida dos organismos  vivos presentes ao  seu entorno. Desta 
forma, se faz imprescindível a aplicação de tecnologias que efetuem a remediação total ou 
parcial destes agentes poluidores.  
Atualmente  dispõem‐se  de  diversas  estratégias  para  remediação  de  ambientes 
impactados,  podendo  empregar  a  ação  química,  física  ou  biológica.  A  utilização  do 





Durante  a  remediação  de  ambientes  contaminados  é  necessária  a  utilização  de 




atividades  enzimáticas  são  insuficientes  para  extrapolar  as  respostas  fisiológicas 
provocadas pelos contaminantes em função das variáveis ambientais.  





no  processo  de  biodegradação.    Contudo,  a  presença  de  um  gene  não  garante  sua 
expressão, e esta não garante a bioatividade em função de alterações pós‐traducionais.  
Em  contraste,  a  análise  de  proteínas  de  comunidades  microbianas 
(metaproteômica)  de  um  ambiente  contaminado  representa  a  expressão  máxima  do 
sistema  biológico,  proporcionando  respostas  fisiológicas  às  alterações  ambientais 
ocorridas,  além de permitir  a  inferência  filogenética dos microrganismos  envolvidos no 
processo.  De  posse  desse  conhecimento  é  possível  fazer  predições,  e  assim  buscar 
alternativas para maximizar o potencial biodegradativo de ambientes sob biorremediação. 
Dentro  deste  contexto,  o  presente  trabalho  objetivou  avaliar  alterações  nas 








O  petróleo  é  uma  palavra  que  deriva  do  latim,  formada  da  contração  petrus 
(pedra) e oleum, (óleo) que significa óleo da pedra. É uma substância oleosa,  inflamável, 
geralmente menos  densa  que  a  água,  com  cheiro  característico  e  coloração  que  pode 
variar  desde  castanho  claro  até  o  preto  (Tissot  &  Welte,    1978).  É  o  resultado  da 
degradação  anaeróbica  da matéria  orgânica,  durante  longos  períodos  de  tempo  e  sob 






sua  abundância  como  por  sua  persistência  em  distintos  compartimentos  do  ambiente 
(Casellas et al., 1995). 
 Os hidrocarbonetos podem apresentar‐se em uma ampla variedade de estruturas 
moleculares,  desde  cadeias  lineares,  ramificadas,  anéis  simples,  condensados  ou 
aromáticos. De acordo com as famílias de hidrocarbonetos, o petróleo pode ser agrupado 
em:  parafinas  voláteis  (alcanos  não  ramificados  e  ramificados,  até  C10),  parafinas  não 




lineares  (n‐alcanos  ou  n‐parafinas),  seguidos  por  alcanos  ramificados,  cicloalcanos  (ou 
naftalenos) e hidrocarbonetos aromáticos (Fernández et al., 1992).  
A  composição elementar do óleo  cru está  condicionada pela predominância dos 







O  petróleo  e  seus  derivados,  embora  essenciais  à  vida moderna  como  principal 
fonte  de  energia  e  matéria‐prima  para  indústria  petroquímica,  quando  disposto  no 
ambiente causa sérios problemas ambientais e oferece um alto risco a saúde do homem e 
animais  (Prince, 1993). Historicamente,  têm‐se notícias de  inúmeros acidentes ocorridos 
no mundo  todo,  sendo que o primeiro  grande  acidente ocorreu na  Inglaterra em 1967 
(Poffo, 2000).   Contudo, o acidente mais conhecido ocorreu em 1989, no Alaska, com o 
petroleiro  Exxon  Valdez,  que  derramou  37.000  ton  de  petróleo  que  impactaram  5.000 
quilômetros  de  costa  desse  estado  e  foi  considerado  o maior  acidente  ecológico  dos 
Estados Unidos e um dos maiores do mundo (CETESB, 2007a).  Grande parte dos acidentes 
ocorre durante o transporte naval, representando 45,5% do total de petróleo lançado ao 
mar.  Não  muito  distante  dos  acidentes  durante  o  transporte,  vazamentos  em  terra 
representam 29% (Sloan, 1999).  




de  Guanabara  em  2000,  com  o  rompimento  de  um  oleoduto  que  verteu  1,3  ton  de 
petróleo (CETESB, 2007a).   
No estado de  São Paulo,  a Companhia de Tecnologia de  Saneamento Ambiental 
(CETESB)  é  o  orgão  responsável  pelo  levantamento  e  monitoramento  de  áreas 
contaminadas.  O  último  relatório  divulgado  em  Novembro  de  2007,  revelou  um  dado 












remediação  demonstrou  que  apenas  94  locais  contaminados  tiveram  o  processo 
concluído, que  representa apenas 4% do número  total das áreas  impactadas, enquanto 
que 1148 áreas (51%) continuam sem qualquer proposta de remediação. Esta estatística 





Ao  nosso  conhecimento,  a  única  legislação  existente  no  Brasil  que  rege  as 
contaminações  do  solo  e  águas  subterrâneas,  por  hidrocarbonetos  de  petróleo,  é  a  da 
CETESB para o estado de São Paulo. A  legislação  trata  cada grupo e hidrocarboneto de 




podem  ocorrer  alterações  prejudiciais  à  qualidade  do  solo  e  da  água;  c)  Valor  de 
intervenção (VI):  indica que a concentração está acima da qual existem riscos potenciais, 
diretos ou indiretos, à saúde do homem (CETESB, 2007c) 
Desta  forma,  será  classificada  como  área  contaminada  sob  investigação  quando 
houver  constatação da presença de moléculas  em  concentrações  acima dos  valores de 
intervenção,  indicando a necessidade de ações de  remediação. Para os hidrocarbonetos 
aromáticos policíclicos  (HAP), por exemplo, os valores de  intervenção  (industrial) são de 
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Biorremediação  é  a  utilização  de  processo  ou  atividade  biológica  para 
transformação de contaminantes em substâncias inertes, que não ofereçam riscos à saúde 
(Hollinger  et  al.,  1997).  Portanto,  está  fundamentada  nos  processos  de  degradação 
microbiana  e  reações  químicas  combinadas  com  processos  de  engenharia,  criando 
condições  para  maximizar  as  transformações  dos  contaminantes  orgânicos  do  solo. 
Embora baseada no princípio da biodegradação, as técnicas de biorremediação envolvem 
variações  de  tratamentos,  podendo  ser  “in  situ”  (no  local)  ou  “ex  situ”  (fora  do  local) 
(Moreira &  Siqueira,  2002).  A  biorremediação  “in  situ”  é  uma  ótima  opção  quando  as 
propriedades  físico‐químicas  do  solo  e  do  contaminante  favorecem  a  aplicação  das 
técnicas  de  biorremediação,  caso  contrário  se  faz  necessário  a  remoção  dos 
contaminantes para tratamento em local adequado (“ex situ”). 
  Entre  as  estratégias  para  biorremediação  de  hidrocarbonetos  no  ambiente, 
destacam‐se  a  biorremediação  passiva,  a  bioestimulação,  a  bioaumentação  e  o 
“landfarming”.  Na  biorremediação  passiva  os  contaminantes  são  degradados  pelos 
microrganismos  autóctones  do  solo,  ao  passo  que  na  bioestimulação  a  microbiota 
degradadora recebe aporte de nutrientes orgânicos e/ ou inorgânicos para estimular o seu 
crescimento.  A  bioaumentação  consiste  da  inoculação  de microrganismos  selecionados 
(culturas  puras  ou  consórcios)  com  alta  capacidade  de  degradação  e  competição,  para 
degradar  compostos  específicos  (Skipper,  1999).  O  “landfarming”  é  a  aplicação  de 
contaminantes na forma líquida ou sólida na camada reativa do solo, onde concentram‐se 
90%  dos microrganismos  que  utilizam  tais  compostos  como  fonte  de  energia  (Bewley, 






promove o  transporte, a  retenção e a  transformação dos  resíduos em  substâncias mais 





  Embora  os  hidrocarbonetos  estejam  amplamente  distribuídos  no  ambiente,  a 
capacidade  de  degradação  destas  moléculas  por  animais  e  plantas  é  muito  limitada. 
Contudo,  bactérias,  fungos  filamentosos  e  leveduras  possuem  alta  capacidade  para 
degradar  e metabolizar  estes  compostos.  Isto  acontece  pelo  fato  dos microrganismos 
possuírem  um  complexo  sistema  enzimático  que  confere  a  capacidade  de  usar  os 
hidrocarbonetos como uma fonte de carbono e energia (Jacques, 2005).  
  O metabolismo dos hidrocarbonetos pode ser dividido em: metabolismo da fração 
saturada  (n‐alcanos,  alcanos  ramificados  e  cicloalcanos)  e  metabolismo  da  fração 




biodegradação da  fração  saturada  começa por um ataque monoterminal onde ocorre a 
formação de um álcool primário, seguido por um aldeído e um ácido monocarboxílico. O 
ácido  carboxílico  é degradado  via  β‐oxidação, onde há  formação de  ácidos  graxos  com 
dois carbonos a menos e formação de acetil‐coenzima A, com  liberação eventual de CO2 
(Melo & Azevedo, 1997).  
  A  fração  aromática  começa  a  ser  degradada  por  meio  de  uma  reação  de 
diidroxilação formando dióis, seguida da clivagem do anel e a formação de intermediários 




O  fator  primordial  para  que  ocorra  a  biodegradação  é  a  existência  de  genes 





  A degradação microbiana de hidrocarbonetos no  solo depende de uma  série de 
fatores  abióticos,  que  podem  comprometer  a  eficiência  do  processo. As  características 
estruturais da molécula e os fatores onde a degradação acontece são muitos, interagindo 
e  variando  intensamente  em  tempo  e  espaço. As principais  características químicas do 
produto  em  relação  à  degradação  são:  tamanho,  estrutura  química,  forma,  carga  de 









1999).   O conteúdo de água no solo  influencia  indiretamente o volume de oxigênio, por 





de  sorção, de  solubilidade e de  viscosidade, os quais  têm  grande  influência na  taxa de 




Valores  de  pH  extremos  são  inibitórios  para  a  maior  parte  dos  processos  de 
degradação microbianos.  Afetam  diretamente  a  atividade  dos microrganismos,  através 
dos efeitos da concentração de H+ nas células. Cada microrganismo possui uma  faixa de 
pH onde o crescimento é ótimo. Fora desta faixa, a permeabilidade celular é prejudicada 
e,  conseqüentemente,  a  atividade  enzimática  celular.  Indiretamente,  o  pH  afeta  a 
disponibilidade  de  elementos  essenciais  à  nutrição  microbiana,  como  o  fósforo  e  os 
micronutrientes. Além disso, a redução no pH aumenta a disponibilidade de alumínio, do 
manganês e principalmente de metais pesados (Atlas & Philp, 1995).  
  Os metais pesados  são  tóxicos para  a maioria dos microrganismos presentes no 







constitui  elementos  de  transição  que  apresentam  os  orbitais  incompletamente 
preenchidos. Estes orbitais conferem uma elevada capacidade redox ativa. Por esta razão, 
os metais pesados participam como elementos traço em muitas reações bioquímicas. Em 
altas  concentrações,  contudo,  formam  complexos  inespecíficos  com  outros  compostos 
celulares conduzindo a um efeito  tóxico. Alguns metais pesados,  tais como Hg2+, Cd2+ e 
Ag+,  formam  fortes  complexos  tóxicos  danosos  a  qualquer  função  fisiológica.  Para  que 




de ATP  como  fonte de energia,  sendo desta  forma  ativado em momentos especiais do 
metabolismo  (Nies &  Silver,  1995).  Assim,  na  presença  de metais  pesados  ocorre  uma 
tendência  de  acumulação  intracelular  devido  ao  sistema  inespecífico  estar 
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constantemente  ativado. Quando  isso  acontece, há um  rápido  efeito  tóxico promovido 
pelo estresse oxidativo intracelular (Nies, 2003).  
  Entre  os  metais  pesados  com  maior  potencial  tóxico  para  os  microrganismos 
podemos destacar o cromo, que pode ocorrer na forma de Cr+6 (forma mais tóxica) e na 






podem danificar macromoléculas  tais  como DNA, proteínas e  lipídeos  (Cervantes et al., 
2001).  Para  que  danos  sejam  evitados  a  célula  utiliza‐se  de  vários  mecanismos  para 







da  taxa  natural  de  biodegradação  de  poluentes  e  da  identificação  dos  metabólitos 
produzidos, para evitar que um tipo de composto tóxico seja substituído por outro. Desta 
forma, a maneira mais viável para mensurar a taxa de degradação natural é a  instalação 
de  poços  de  monitoramento  contínuo  em  pontos  críticos  da  área  contaminada.  A 
alternativa  de  obter  os mesmos  dados  de microcosmos  especiais  instalados  “in  situ”  é 
viável para fins de pesquisa (Acton & Barcker, 1992), porém em escala comercial torna‐se 
inviável.  Até  o  presente  momento  nenhuma  das  tecnologias  emergentes  de 
monitoramento  químico  foi  desenvolvida  especificamente  para  detectar  metabólitos. 
Algumas  técnicas  como  biossensores  de  luciferase  ou  testes  imunológicos  são  as 
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tecnologias  de  maior  potencial  para  detecção  de  metabólitos  no  campo  a  custos 
compatíveis com as necessidades do mercado.  
Apesar  do  rápido  desenvolvimento  de  técnicas  de  biologia  molecular  e  de 
imunologia na última década, as análises que visam o potencial microbiológico ainda estão 
distantes  de  se  tornarem  componentes  essenciais  de  estudos  comerciais  em  áreas 
contaminadas, devido principalmente a  limitações pela demora, sensibilidade, precisão e 
elevado custo (Atlas & Philp, 2005).  
Assim,  análises microbiológicas  são mais  comuns  quando  há  necessidade  de  se 
averiguar  a  possibilidade  de  biorremediação  de  uma  área,  sendo  que  nesses  casos, 




A  avaliação  do  potencial  biológico  de  áreas  contaminadas  visa  à  descrição  da 
capacidade de biodegradação da microbiota natural (Heitzer & Sayler, 1993). Esses dados 
são  tradicionalmente obtidos por  técnicas que  incluem o enriquecimento de culturas de 
biodegradadores,  sua  contagem  por  plaqueamento  em  meios  seletivos  ou  por 
determinação  do  número mais  provável  (NM).  As  análises  são  demoradas  e  requerem 
mão‐de‐obra  especializada.  Um  monitoramento  microbiológico  deve  fornecer 
informações  sobre  os  seguintes  parâmetros:  potencial  de  biodegradação  e  potencial 
biocatalítico do local contaminado. 
O potencial de biodegradação  é definido pela presença de  genes  que  codificam 
enzimas  capazes  de  tornar  os  poluentes menos  tóxicos. A  informação  pode  ser  obtida 
diretamente,  utilizando‐se  técnicas  de  PCR  (reação  em  cadeia  de  polimerase)  ou,  em 
menor  grau, por métodos de hibridização  “in  situ”  com  sondas  genéticas  fluorescentes 
específicas para bactérias portadoras desses genes (Sayler et al., 1995).  
O potencial biocatalítico diz  respeito à quantidade de enzimas  capazes de  reagir 
com  o  poluente.  A  maneira  indireta  de  avaliá‐los  consiste  em  conduzir  ensaios  de 








uma  estratégia  de  biorremediação,  com  maior  desempenho  e  menor  custo  por  área 
tratada.   Entretanto, a  falta de métodos  rápidos e confiáveis  faz com que estas análises 
sejam desprezadas no momento de escolha das estratégias de biorremedição, baseando‐
se  somente  em  parâmetros  físico‐químicos  do  sítio  contaminado  e  dos  compostos 
contaminantes. Por esta razão, na maioria das vezes, mesmo utilizando‐se de técnicas de 
remediação de alta tecnologia, a resposta em termos de mitigação não condiz com o alto 
custo  empregado  e  taxas  esperadas  de  biodegradação.  Isso  ocorre  em  função  da 
superestimação do potencial biocatalítico do solo, uma vez que as técnicas de remediação 
estão  baseadas  na  melhoria  das  condições  químicas  (pH,  potencial  Eh,  solubilidade, 
sorção,  entre  outros),  e  físicas  (umidade,  aeração,  entre  outros)  de  acordo  com  as 
necessidades  locais.  Contudo,  a  melhoria  das  condições  microbiológicas  são  em  sua 
maioria  realizadas  de  forma  indireta  pela  correção  dos  parâmetros  anteriormente 
mencionados, acarretando em grandes erros do ponto de vista biodegradativo  (Jacques, 
2005). 
Hoje  em  dia  com  o  surgimento  de  técnicas  rápidas  aplicadas  à  biologia  celular, 





  Para  avaliar  o  processo  de  biorremediação  não  é  suficiente medir  a  quantidade 
remanescente de hidrocarbonetos no  solo, é necessário observar  também os processos 
microbianos  (Joergensen et al., 1995). Avaliações das atividades biológicas do  solo,  tais 
como  respiração,  biomassa,  coeficiente metabólico,  atividades  enzimáticas  e  contagem 
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microbiana,  podem  fornecer  informações  sobre  a  presença  de microrganismos  viáveis 
bem  como  a  intensidade,  tipo  e  duração  dos  efeitos  dos  poluentes  sobre  a  atividade 
metabólica  do  solo  (van  Beelen  &  Doelman,  1997).  Desta maneira,  estes  parâmetros 
funcionam  perfeitamente  como  bioindicadores  para  o monitoramento  de  áreas  sob  o 
efeito de poluentes (Maila & Cloete, 2002). 
As  principais  vantagens  dos  bioindicadores  são:  a)  podem  detectar  tanto  a 
toxicidade de compostos originais e como a de metabólitos tóxicos; b) permite avaliação 
“in  situ” e  “ex  situ”;  c) na maioria dos  casos os  testes  são  rápidos; d) métodos  simples 
podem ser usados para avaliar a extensão da poluição.  
Entre  as  desvantagens  podemos  citar:  a)  inabilidade  de  distinguir  toxicidade 
resultante do  composto original e metabólitos; b) as  respostas dos bioindicadores nem 




A  respiração  microbiana  é  um  dos  parâmetros  mais  antigos  utilizados  para 
quantificar a atividade microbiana. A respiração microbiana representa a liberação de CO2 
ou captura de O2 como resultado do metabolismo. Ela representa a oxidação da matéria 














microrganismos.  Portanto,  a maioria  da matéria  orgânica  viva  do  solo  é  protoplasma 
microbiano (Moreira & Siqueira, 2002) que é responsável pela atividade biológica do solo, 
sendo  a  principal  fonte  de  enzimas  que  catalisam  as  mais  diversas  transformações 
biogeoquímicas, que comandam os ciclos dos nutrientes. Portanto, a biomassa microbiana 





por  certo  tempo  (C‐CO2/  C‐mic  h
‐1),  o  que  corresponde  a  um  índice  de  atividade 
heterotrófica específica da biomassa (Moreira & Siqueira, 2002).  
O  qCO2  tem  sido  utilizado  como  um  indicador  de  estresse  microbiano  e 
interpretado  como  “eficiência microbiana”,  já  que  se  trata  de  uma medida  da  energia 





atividades podem  ser utilizadas com  sucesso para o monitoramento de vários  impactos 
neste ambiente. A degradação dos hidrocarbonetos a simples moléculas tais como água e 
CO2 envolve muitas reações químicas que são catalisadas por enzimas (Top et al., 1999). 
Estas  controlam  a  liberação  de  nutrientes  para  o  crescimento  dos  microrganismos 
(Gregorich et al., 1994), trocas de gases entre o solo e a atmosfera (Conrad et al., 1983) e 







reproduzíveis  (Peterjohn,  1991).  Em  função  disto,  diversos  trabalhos  têm  proposto  ou 




mesmo  costuma  ser  caracterizada pela  avaliação de  sua  atividade  sob um  conjunto de 
condições  previamente  estipuladas  (pH,  temperatura,  umidade,  concentração  de 
substrato). Desta forma, as atividades enzimáticas do solo costumam medir sua atividade 














al.,  2006).  Sua  atividade  é  espectrofotometricamente mensurada  em  função  da  cor  do 
trifenil  formazam,  como  produto  final  da  captura  de  hidrogênios  liberados  durante 
processos  de  desidrogenação metabólica  pelo  cloreto  de  trifenil  formazan.  Com  base 
nisto,  pode‐se  inferir  como  o  metabolismo  energético  está  sendo  alterado  mediante 
situações  de  estresse  proporcionadas  por  agentes  tóxicos  (Frankenberger &  Johanson, 
1982).  O  aumento  na  atividade  desta  enzima  em  solos  contaminados  com 
hidrocarbonetos  é  diretamente  proporcional  aos  processos  de  biodegradação  destes 
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glucosidase  foi  detectada  em  plantas,  animais  e microrganismos.  A  β‐glucosidase  está 
mais presente em solos do que as galactosidases. É responsável pela hidrólise de resíduos 






entre quantidade de metais  e  a  atividade da  enzima. De  acordo  com  Tong  (1990)  esta 
enzima está significativamente e positivamente correlacionada com o conteúdo de água e 
matéria orgânica do solo, mas negativamente com o pH e concentração  total de metais 





absorção  dos  microrganismos  pela  liberação  de  PO4  de  ésteres  fosfóricos.  As 
fosfomonoesterases são classificadas como ácidas ou alcalinas de acordo com a atividade 
ótima em pH ácido ou alcalino,  respectivamente. A atividade da  fosfatase é  fortemente 
influenciada  pelo  pH  do  solo. Adições  repetidas  de  fertilizantes  fosfatados  suprimem  a 




(Dick  et  al..,  1996). A  fosfatase  ácida  tem  sido  utilizada  para monitorar  a  demanda  de 
fósforo orgânico pela microbiota em condições de estresse (Dick et al.., 1996). 
Deng &  Tabatabai  (1997)  reportaram  que  diferentes  atividades  da  fosfatase  em 
solos pode  ser  atribuído  as diferenças no pH e  conteúdo de  carbono orgânico do  solo, 
resultando  na  variação  da  população  e  diversidade  microbiana.  Bruins  et  al.  (2000), 
relataram que atividade desta enzima é fortemente alterada quando a microbiota do solo 
é  exposta  a  contaminantes  tais  como  hidrocarbonetos  e metais  pesados.  Sendo  que  a 
presença destes últimos  agentes  tóxicos pode  comprometer  fortemente  a  atividade da 




  Uma  significante quantidade de  lipídeos,  tais como pesticidas, emulsões, óleos e 
lipídeos conjugados entram no solo na forma de triacilgliceróis. A degradação de lipídeos é 
iniciada  por  lípases  (glicerol  ester  hidrolases)    que  atacam  as  ligações  carboxilester 
presente nos acilgliceróis para liberar ácidos graxos e glicerol.  As lipases são produzidas 
por um  grande número de microrganismos  (Jaeger  et al., 1994) e  foi demonstrado em 
estudos realizados por Margesin et al. (2002) que possuem uma ótima correlação com o 
processo  de  biodegradação  hidrocarbonetos  em  solos.  Este  autor  demonstrou  que  a 








responsáveis  pela  mineralização  do  enxofre  orgânico.  Desta  forma,  são  de  suma 
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importância  para  os microrganismos  uma  vez  que  a maior  parte  do  enxofre  no  solo  é 
encontrado na forma de sulfatos orgânicos (Jarvis et al., 1987).  
Majer et al. (2002) observaram uma significativa correlação negativa da atividade 
da  arilsulfatase  com  a presença de metais pesados,  sendo que  resultados  semelhantes 
foram obtidos por Garcia & Hernandéz (1997).   Hinajosa   et al. (2004), relataram que na 
presença  de  pirita  (sulfato  de  ferro)  a  atividade  da  arilsulfatase  foi  reduzida  em 
aproximadamente 40%, quando comparada a atividade de solos sem este contaminante, 
os  quais  atribuíram  este  efeito  a drástica  diminuição  do  pH,  efeito  semelhante  ao  que 








em  um  dado  momento)  de  comunidades  microbianas  complexas  no  seu  ecossistema 
(Wilmes  &  Bond,  2006).  Com  o  desenvolvimento  da  metaproteômica  busca‐se  uma 
ligação entre a diversidade genética e funcional das comunidades microbianas, permitindo 
a  identificação de novas  funções envolvidas em complexas  rotas metabólicas  (Maron et 
al., 2007).  
Além disso, específicas proteínas  identificadas como  induzidas ou  reprimidas por 
certa  perturbação  pode  ser  considerada  como  um  bioindicador  funcional  de  estresse. 
Desta forma, pode‐se assumir que análises qualitativas de metaproteomas podem indicar 
sensíveis e específicos bioindicadores de estresse ambiental (Maron et al., 2007). 
 Apesar de  tudo, não existem até o momento na  literatura  internacional estudos 
de metaproteomas  de  solos  contaminados  que  apontem  indicativos  sobre  a  origem  e 









espelham  a  fração  biológica  ativamente  funcional.  Em  contraste,  análises 
metaproteômicas  poderão  fornecer  informações  claras  sobre  a  origem  filogenética  e 
funcionalidade  enzimática  das  proteínas  presentes  em  um  dado  ambiente  terrestre  ou 
aquático  (Kan  et  al.,  2005). O  trabalho  pioneiro  que  abordou  o  assunto  é  ainda muito 
incipiente e foi realizado por Schulze et al. (2005), onde identificaram um grande número 
de  proteínas  presentes  na  fase  aquosa  do  solo,  as  quais  foram  atribuídas  a  grupos 
distintos  de microrganismos.  Este mesmo  autor  publicou mais  dois  trabalhos  (Schulze, 







estudo  metagenômico  do  mar  do  Sargasso  (uma  região  marinha  do  atlântico  norte) 
revelou  uma  grande  diversidade microbiana  complexa  existente  no  oceano,  que  até  o 
momento era  totalmente desconhecido, devido a aplicação de métodos  tradicionais de 
ecologia microbiana. Milhões de genes previamente desconhecidos foram descobertos e 
anotados  (Venter  et  al.,  2004).  Os  dados  genômicos  se  acumulam,  principalmente  de 
culturas puras e de comunidades microbianas de ambientes extremos, que acabam por se 
tornar críticos para entender a expressão dos genes, e a função das proteínas expressas. 
Ainda  que  as  seqüências metagenômicas  proporcionem  uma  informação  valiosa  sobre 
potenciais funções, a função ecológica exata que a seqüência prediz é quase impossível de 




do  pós‐genômico  tem  sido  realizadas  com  base  em  ferramentas  como microarrays  e 
mRNA  (Conway & Schoolnik, 2003). Entretanto, como as proteínas/os proteomas são os 
últimos  produtos  funcionais  de  genes/de  genomas,  os  estudos  proteômicos  das 
comunidades microbianas  (metaproteômica)  são necessidades óbvias para o  avanço de 
nossas  compreensões  a  respeito  dos  mecanismos  funcionais  das  comunidades 
microbianas complexas na biosfera (Kan et al., 2005).  
A metaproteômica pode proporcionar uma medida direta da expressão  funcional 
de  genes em  termos de presença,  abundância  relativa e modificações na estrutura das 
proteínas  (Wilmes  &  Bond,  2004).  Os  estudos  proteômicos  e metaproteômicos  estão 
baseados em  técnicas de  separações de proteínas por meio de  géis de eletroforese de 
duas dimensões (proteômica de primeira geração) e/ou pela separação de peptídeos por 
cromatografia  multidimensional  acoplado  à  espectrômetro  de  massas  (proteômica  de 
segunda  geração). A  identificação das proteínas pode  ser  realizada  com base na massa 
(obtida por MALDI‐TOF MS) ou pela seqüência dos peptídeos (LC‐ESI‐MS/MS) (Aebersold 





excelentes  resultados,  porém,  pouca  informação  concreta  sobre  as  identidades  das 
proteínas induzidas emergiu destes estudos (Ogunseitan, 1997 ).  
Recentemente,  métodos  proteômicos  de  segunda  geração  foram  aplicados  à 
investigação de uma comunidade microbiana de um ambiente extremo  (biofilme ácido). 
Neste  estudo,  pode‐se  cruzar  os  resultados  proteômicos  (metaproteômicos)  com 
metagenômicos e desta forma foi possível fazer uma ligação das funções “in situ” com as 
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Experimentos  de microcosmos  foram  conduzidos  com  solos  contaminados  com 




quantificação  da  degradação  e  perfis  de  diversidade  das  comunidades  gerados  pela 
técnica de DGGE, ao  longo de 90 dias de experimento. Os  resultados  revelaram que os 
solos  que  combinaram  hidrocarbonetos  e  metais  pesados,  de  uma  maneira  geral, 
































A  poluição  do  solo  por  produtos  do  petróleo  é  um  problema  amplamente 
generalizado,  sendo  que  os  hidrocarbonetos  são  os  poluentes  mais  comumente 
introduzidos no meio ambiente. Estes apresentam um elevado potencial de risco à saúde 
para  os  seres  vivos  que  estão  no  seu  entorno,  tornando  necessária  aplicação  de 
tecnologias que eliminem eficientemente tais agentes tóxicos.  
Entre  as  tecnologias  disponíveis  a  biorremediação  é  plausível  de  uso,  estando 
fundamentada  na  capacidade  intrínseca  de  alguns  microrganismos  metabolizarem  os 
poluentes,  mineralizando‐os  completamente  até  CO2  ou  reduzindo  o  potencial  tóxico 
inicial.  O  processo  de  biodegradação  dos  hidrocarbonetos  usualmente  requer  a 
cooperação  de  mais  de  uma  espécie  microbiana.  Microrganismos  individuais  podem 
metabolizar apenas uma limitada fração dos compostos orgânicos presentes no petróleo. 
No entanto, comunidades microbianas complexas como as presentes no solo dispõem de 
uma  grande  variedade  de  complexos  enzimáticos  que  possibilita  a  completa 
mineralização.  
A  intensidade da biodegradação dos hidrocarbonetos no  solo é  influenciada por 
vários  fatores  ambientais,  tais  como  a  disponibilidade  de  nutrientes,  oxigênio,  pH, 
temperatura,  conteúdo  de  água,  qualidade  e  quantidade  de  contaminantes 
biodisponíveis,  propriedades  do  solo  e  presença  de metais  pesados.  Este  último  fator 
contribui sinergicamente ao efeito tóxico de compostos orgânicos, tornando mais lenta a 
taxa de degradação e despendendo maior energia metabólica durante o processo.   
Em muitas  áreas  contaminadas  as  condições  para  o  processo  de  biodegradação 
podem estar distintamente limitadas. As técnicas de biorremediação buscam a otimização 
do  processo  pela melhoria  das  condições  através  da  aeração,  adição  de  nutrientes  e 
controle do pH e temperatura. Para acessar os resultados da destoxificação biológica não 
é suficiente apenas medir o conteúdo de poluentes remanescentes, é necessário observar 




Investigações  biológicas  do  solo  (respiração,  biomassa,  qCO2,  atividades 


















Este  solo  está  classificado  como  Latossolo  Roxo  distrófico  textura  argilosa, 
pertencente  à  Unidade  Barão  Geraldo,  o  que  corresponde,  na  classificação  norte 
americana, a um solo Typic Haplorthox,  localizado no  terço médio de uma encosta com 
9% de declive, orientação norte‐sul e exposição oeste.  
Conforme  a  classificação  de  Köppen,  a  região  de  estudo  é  definida  como  uma 
transição entre os tipos Cwa e Cfa, o que indica um clima tropical de altitude com inverno 
seco  e  verão  úmido.  As  temperaturas  do  mês  mais  quente  e  do  mais  frio  são, 




Logo  após  a  coleta  foram  realizadas  análises  granulométricas  e  químicas  da 






Simbolo  Profundidade (cm)  Argila  Silte  Areia total 



























Após  a  correção  da  umidade  do  solo  para  55% da  capacidade  de  campo  (CC)  e 
homogeneização, amostras de 400 g foram adicionadas em frascos herméticos (Figura 1) 









C  0 0 0 
T1  2000 0 0 
T2  10000 0 0 
T3  2000 300* 0 
T4  10000 300 0 
T5  2000 300   300* 




















para  titular a prova em branco  (frasco  sem  solo); T é o volume  (mL) da  solução de HCl 







A  biomassa microbiana  do  solo  (BMS)  foi  avaliada  pelo método  de  fumigação‐
extração proposto por Vance et al.  (1987). Amostras de 2 g de  solo  foram  retiradas de 












A determinação do  carbono nos extratos  fumigado e não  fumigado  foi  feita por 
dicromatometria, a partir da retirada de uma alíquota de 0,8 mL do extrato, adicionando‐
se 0,2 mL de K2Cr2O7 0,066 M, 1 mL de H2SO4 e 0,5 mL de H3PO4. A mistura foi aquecida 
até  ebulição por  5 min. Após o  resfriamento,  adicionou‐se  8 mL de  água destilada  e  3 
gotas de difenilamina (10 g L‐1 em ácido sufúrico concentrado). Com a adição do indicador 
a  solução  passa  da  cor  amarela  para  violeta. O  excesso  de  dicromato  foi  titulado  com 
(NH4)2Fe(SO4)2.6H2O 0,033 M até completa viragem. Frascos sem solo (ensaio em branco) 






Onde:  C  é  o  carbono  extraído  do  solo;  Vb  (mL)  é  o  volume  do  sulfato  ferroso 








O  fator  de  correção  (kc)  em  situações  que  exijam  maior  exatidão  deverá  ser 
calculado  para  cada  tipo  de  solo.  Como  para  os  solos  do  Brasil  o  fator  ainda  não  foi 
determinado, pode‐se utilizar o valor 0,33 preconizado por Sparling & West (1988), a fim 
de expressar a fração do C da BMS recuperada após o processo de fumigação‐extração. 
O  coeficiente metabólico  (qCO2)  foi  determinado  como  a  atividade microbiana 







dentro  de  tubos  de  ensaio  e misturados  com  1 mL  de  solução  de  cloreto  de  trifenil 
tetrazolium (TTC). Os tubos foram hermeticamente fechados e incubados a 30 °C por 24 h. 
Após  a  incubação  foram  adicionados  8 mL  de  acetona  em  cada  tudo  e  estes  agitados 
vigorosamente  e  incubados  à  temperatura  ambiente  por  2  h  no  escuro,  agitando‐se 
manualmente os tubos a intervalos de  30 min. O conteúdo do sobrenadante foi coletado 




A  quantificação  foi  realizada  com  base  em  uma  curva  de  calibração.  Para  esta 
foram pipetados 0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mL de solução padrão de trifenil formazan (TPF)  
em balões volumétricos de 50 mL e adicionados 8,3 mL de solução tampão de Tris pH 7,6. 













(2002), no qual 0,1 g de solo  foi colocado em  tubo de centrífugas com 5 mL de  tampão 
fosfato, misturado, e incubado em banho‐maria a 30 °C por 10 min. Após incubação foram 
adicionados 50 µL de  ρ‐nitrofenil butirato  (pNPB)  sendo  realizada  incubação em banho‐
maria como anteriormente realizado. Após 10 min, a reação enzimática foi  interrompida 
em banho de gelo e o  conteúdo dos  tubos  centrifugados a 2000 g a 4  °C por 5 min. O 
sobrenadante  foi  pipetado  sobre  o  gelo  e  imediatamente  lida  a  absorbância  a  400  nm 
contra  o  branco.  Sempre  que  a  leitura  foi  superior  a  2  as  amostras  foram  diluídas  em 























Para  quantificar  o  conteúdo  de  ρ‐nitrofenol  do  filtrado  foi  construída  uma  curva  de 
calibração  contendo  0,  10,  20,  30,  40  e  50  μg  do  reagente. Quando  a  intensidade  do 
filtrado excedia à do padrão de ρ‐nitrofenol, o mesmo foi diluído com solução Tris 0,1 M 
pH 10 até que a  leitura do espectrofotômetro estivesse dentro dos  limites da  curva de 
calibração.  
Preparo das soluções: 
‐  Tampão  universal  modificado  (MUB):  Para  a  solução  estoque  deste  foram 
dissolvidos 12,1 g de tris (hidroximetil) aminometano (Tris), 11,6 g de ácido maleico, 14,0 
g de ácido cítrico e 6,3 g de ácido bórico (H3BO3) em 488 mL de hidróxido de sódio (NaOH) 
1M  sendo  a  solução  ajustada  para  o  volume  final  de  1  L  com  água  destilada.  Para 
preparação do MUB pH 6,0 foi adicionado 200 mL da solução estoque em um Becker de 

























Amostras  de  1  g  de  solo  foram  colocadas  em  Erlenmeyer  de  50 mL,  aos  quais 
foram adicionados 0,2 mL de tolueno, 4 mL de MUB pH 6,5, 1 mL de solução ρ‐nitrofenil 
































‐  Solução  de  ρ‐nitrofenil  sulfato  0,05 M:  Foi  dissolivido  0,614  g  de  ρ  ‐nitrofenil 











Suspensões  contendo  1  g  de  solo  com  9 mL  de  solução  de  pirofosfato  (0,28%)  foram 
agitadas  por  20  min  a  150  rpm.  Diluições  seriadas  apropriadas  foram  realizadas  em 



















A determinação dos TPH  foi realizada por espectroscopia no  Infravermelho  (ATR‐
FTIR),  segundo método 418.1 modificado da Agência Americana de Proteção Ambiental 
(USEPA).    
Amostras de 2 g de  solo,  juntamente  com 1 g de  sulfato de  sódio anidro  foram 




o  frasco  foi  imediatamente  fechado  e  agitado  a  150  rpm  durante  1  h.  Em  seguida,  o 
conteúdo foi filtrado em filtro de celulose e submetido a uma coluna de vidro com 8 g de 
óxido  de  alumínio.  O  espectro  foi  obtido  contra  CCl4  padrão  em  número  de  ondas 
variando de 3200 a 2800 cm‐1, com velocidade de escaneamento de 500 cm‐1 min‐1. Para a 










Domínio Bacteria,  foi o 968f e o 1401r  (Heuer et al., 1997), sendo que o grampo GC  foi 
acoplado ao 968f. Foram usados 5 µL de DNA  total,  sem diluição, em  reações de 25 µL 
contendo  2,0  U  de  Taq  DNA  polimerase  (GE  Healthcare);  1  x  Tampão  da  Taq  (GE 
Healthcare); 0,2 mM de uma mistura de dNTP e 0,4 µM de cada primer. O programa de 
amplificação consistiu de um passo de desnaturação  inicial a 94 °C por 5 min; 10 ciclos a 












A  significância  estatística  dos  resultados  dos microcosmos  foram  determinados 
utilizando  a  análise  de  variância  e  aplicação  de  teste  para  comparação  de médias  (de 
triplicatas) pelo teste de Tukey (p<0,05). Todos os testes foram realizados pelos softwares 







O  critério  adotado  para  escolha  do  local  de  coleta  das  amostras  de  solo  foi  a 
ausência de um histórico de contaminação por hidrocarbonetos e metais pesados, visando 
a obtenção de uma diversidade microbiana  autóctone não  adaptada  à presença destes 
poluentes.  
Desta  forma,  o  local  onde  as  amostras  foram  coletadas  possui  um  histórico 
conhecido de manejo.  Esta  área, pertencente  ao Campo  Experimental da  Faculdade de 
Engenharia Agrícola, tem sido manejada ao longo dos últimos dezenove anos somente em 
experimentos  de  física  do  solo.  Assim,  pode‐se  inferir  que  a microbiota  presente  nas 
amostras não possui  genes  previamente  induzidos pela presença de hidrocarbonetos  e 
metais pesados.  
Além  disso,  por  ser  uma  área  utilizada  em  experimentos  de  física  do  solo, 
apresenta uma cobertura vegetal bem estabelecida durante a maior parte do ano, com 
exceção do período de seca na qual a vegetação nativa entra em estado de hibernação, 





baixos  teores  de  macronutrientes  (P,  Ca,  Mg,  K  e  S)  essenciais  ao  metabolismo 
microbiano,  e  pH  acima  de  5,0,  o  qual  inibe  a  forma  tóxica  livre  de  alumínio  (Al3+). 
Contudo,  apresenta  alto  teor  de  argila  e matéria  orgânica  que  são  responsáveis  pela 
presença de cargas na matriz do solo. Estas cargas são responsáveis por interações físico‐







A  respiração microbiana  representa  a  soma  de  todos  os  processos metabólicos, 
produzindo CO2  como  resultado da  captura de O2 pelos microrganismos  aeróbios  vivos 
ativos no solo (Anderson, 1982).  
A  figura  2  reporta  a  liberação  acumulada  de  C‐CO2  de  amostras  de  solo,  sem 
histórico  de  contaminação,  tratadas  com  distintas  dosagens  de  hidrocarbonetos  de 
petróleo, na ausência e presença de metais pesados.  
Durante os primeiros cinco dias de observação o conteúdo mensurado de C‐CO2 
acumulado  não  diferiu  entre  os  distintos  tratamentos.  A  partir  do  6º  dia  houve  um 

























































pela microbiota,  expressa  pela  eficiência  da  degradação  de  compostos  orgânicos  pelos 
microrganismos (Kizilkaya et al., 2004).  
Segundo  Shi  et  al  (2002)  sob  o  estresse  de  metais  pesados,  as  atividades 
microbianas geralmente tendem a aumentar devido a uma necessidade maior de energia 
para manutenção celular e diminuição da eficácia de utilização dos substratos.  
  O  efeito  tóxico  sinérgico  causado  pela  combinação  da  presença  de 
hidrocarbonetos e metais pesados é  ainda pouco  entendido, no entanto este pode  ser 
atribuído ao aumento na permeabilidade de metais pesados em função de alterações na 
estrutura  da  membrana  citoplasmática  das  células.  Tais  alterações  são  atribuídas  à 
acumulação de hidrocarbonetos na dupla camada lipídica da membrana celular, afetando 









  Além  disso,  é  possível  que  na  presença  de metais  pesados  haja  a  formação  de 
complexos  estáveis  com  os  substratos  que  são  utilizados  na  respiração  alterando  sua 
biodisponilidade e diminuindo a eficácia de utilização pelos microrganismos (Landi et al., 
2000). 





A  biomassa  microbiana  representa  a  parte  viva  da  matéria  orgânica  do  solo, 
excluindo‐se animais e raízes de plantas. Embora com pequena participação no conteúdo 
total  da matéria  orgânica,  não  ultrapassando  5%,  apresenta  funções  fundamentais  no 
ecossistema solo. Está diretamente ligada aos principais ciclos biogeoquímicos, tais como, 
ciclo do carbono, do nitrogênio, do  fósforo e do enxofre, além de participar ativamente 
das  transformações  de  compostos  xenobióticos  orgânicos  e  imobilização  de  metais 




evidente  efeito  da  adição  dos  hidrocarbonetos  de  petróleo  e  efeito  combinado  dos 
hidrocarbonetos  de  petróleo  e  metais  pesados.  A  presença  destes  contaminantes 





que  persistiu  até  o  final  experimento.  A  maior  redução  da  biomassa  (em  valores 
absolutos)  aos  90  dias  de  experimento  foi  observada  para  o  tratamento  T6,  o  qual 
recebeu a maior dosagem de hidrocarbonetos de petróleo combinado com presença dos 





que  obteve  uma  redução  de  45,6%  de  redução  da  biomassa,  submetido  a  uma menor 
dosagem  de  hidrocarbonetos  de  petróleo,  porém  na  presença  do metal  cromo. Assim, 
podemos  sugerir  com  base  nos  resultados  obtidos  que  o  efeito  combinado  de 



































solo moléculas  orgânicas  complexas  como  lignina  e  outros  exsudatos  de  plantas  estão 
constantemente  sendo  introduzidos.  Já  os  metais  pesados,  embora  amplamente 






presença  dos  hidrocarbonetos  (Nies,  2003).  Em  suma,  é  possível  que  as  alterações 











































se  importante  conhecer,  além  da  quantidade  da  biomassa,  a  fração  desta  que  é  ativa 





que  persistiu  até  o  final  dos  90  dias  de  experimento.  O maior  aumento  no  qCO2  foi 
verificado  no  T6,  que  apresentou  um  crescimento  de  aproximadamente  4  vezes  na 
liberação  de  C‐CO2  por  unidade  de  biomassa  microbiana  ativa,  superando  em 
aproximadamente 3 vezes os valores de qCO2 do tratamento  T1,  que apresentou a menor 
variação  entre  os  solos  tratados.  Estes  resultados  sugerem  que  com  o  decorrer  do 
experimento houve uma diminuição da diversidade microbiana presente na biomassa do 
solo.  Assim,  devido  à  grande  pressão  de  seleção  imposta  pela  presença  dos 
contaminantes,  os  microrganismos  que  não  apresentaram  mecanismos  de  resistência 
morreram,  dando  lugar  somente  aos  microrganismos  que  apresentaram  algum 




um  maior  estresse  na  microbiota,  o  que  justifica  o  maior  gasto  de  energia  para  a 




Processos  de  oxidação  biológica  de  compostos  orgânicos  estão  amplamente 
relacionados  com  a  desidrogenação  conduzida  por  enzimas  desidrogenases,  que  são 
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oxirredutases  essenciais  ao  metabolismo  energético  da  respiração,  estando  presente 
somente em células vivas e intactas (Riffaldi et al., 2006). 
Conforme os dados apresentados na figura 5 é possível verificar que todos os solos 
contaminados  apresentaram  baixas  atividades  da  desidrogenase,  sem  ocorrer 
significativas alterações de comportamento ao  longo do experimento, com exceção dos 


































em  uma  maior  demanda  por  energia  que  corresponde  ao  aumento  da  atividade 
desidrogenase.  Após  este  período  de  intensa  atividade  microbiana  visualiza‐se  uma 
redução  constante  ao  longo  do  tempo  da  atividade  desidrogenase.  As  reduções  nas 
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atividades  das  desidrogenases  refletem  uma  diminuição  das  atividades  metabólicas 
celulares, que possivelmente ocorram pela  redução quantitativa da  fração orgânica de 
maior  degradabilidade,  tais  como  n‐alcanos,  predominando  desta  forma  frações mais 
recalcitrantes que são degradadas por pequena parcela da população. Além disso, devido 
à  alta  atividade  celular  por  um  longo  período,  pode  ter  ocorrido  uma  depleção  de 
nutrientes pela alta demanda e baixa disponibilidade destes minerais uma vez que não 
houve suplementação que conferisse uma bioestimulação. 
Desta  forma, os  resultados  apresentados  anteriormente estão em  conformidade 
com  os  obtidos  por Margesin  (2000)  e  Riffaldi  et  al.  (2006),  os  quais  obtiveram  uma 




contaminado,  não  ocorrendo  grandes  variações  durante  todo  experimento.    É  possível 
que a presença dos metais pesados suprima severamente a atividade de várias enzimas, 
entre  elas  a  desidrogenase,  por  ação  indireta.  Também  é  provável  que  as  reações 
enzimáticas  sejam  inibidas  pelos  metais,  os  quais  podem  complexar  o  substrato,  se 
combinar  com  os  sítios  ativos  das  enzimas  ou  ainda  reagir  com  o  complexo  enzima‐
substrato  (Hinojosa  et  al.,  2004).    Grupos  sulfidrila  estão  presentes  na  maioria  das 
enzimas,  servindo  de  sítio  catalítico  ou  estando  envolvidos  na manutenção  da  correta 











dos  microrganismos  do  solo  aos  contaminantes,  a  atividade  da  lipase  foi  baixa  não 
havendo  grandes  variações  entre  os  distintos  tratamentos.  A  partir  do  45º  dia  de 









































atividades  da  lipase  para  monitorar  a  biodegradação  de  hidrocarbonetos,  os  valores 
máximos alcançados por esta enzima foram verificados entre 90 e 100 dias de exposição 
aos  compostos  orgânicos,  em  solo  não  fertilizado  e,  30  dias  para  solos  sob  efeito  de 
bioestimulação.  Este  padrão  de  comportamento  apresentado  pela  lipase  durante  o 
processo de biodegradação é completamente distinto de outras atividades biológicas do 
solo (respiração, desidrogenase, ATP, entre outros), que tendem a ser maiores logo após a 
exposição  aos  hidrocarbonetos,  para  assegurar  a manutenção  das  atividades  celulares 
vitais sobre estresse. Porém, tão logo comece a redução na taxa de biodegradação ocorre 
rapidamente o declínio das atividades relacionadas a estes processos (van der Waarde et 






que,  possivelmente  isto  aconteça  devido  à  fração  orgânica  inicialmente  degradada 
corresponder  a  n‐alcanos  de  cadeias  curtas,  que  são  degradados  por  um  sistema 




Avaliando‐se  os  resultados  obtidos  com  os  solos  contaminados  por 
hidrocarbonetos e metais pesados (T3 a T6), fica evidente que sob estas condições ocorre 
um  efeito  combinado destes  contaminantes que  suprime  a  atividade desta  enzima.  Tal 
efeito  pode  ser  justificado  pela  grande  toxicidade  decorrente  dos metais  pesados,  que 
promove  a  redução da população microbiana e o  aumento no  gasto de energia para  a 





A  atividade  de  β‐glucosidase  está  diretamente  relacionada  ao  ciclo  do  carbono, 
atuando como uma hidrolase  responsável pela clivagem hidrolítica de  ligações químicas 
funcionais  de  compostos  orgânicos,  sendo  responsável  por  uma  importante  fonte  de 
energia para os microrganismos e contribuindo efetivamente na manutenção da matéria 
orgânica do solo (Alef & Nannipieri, 1998). 
Na  figura 7 observa‐se uma  tendência de  redução da atividade de  β‐glucosidase 
inicial  ao  longo  das  avaliações  cronológicas,  sendo  que  esta  tendência  também  foi 
reportada por Ceccanti et al. (2006).  
Tempo, dias





















Figura  7.  Atividade  da  β‐glucosidase  em  distintos  solos  contaminados  com 














Os  tratamentos  que  combinaram  hidrocarbonetos  e  metais  pesados  (T3  a  T6) 
apresentaram  a  mesma  tendência  que  os  solos  contaminados  somente  com 
hidrocarbonetos  (T1 e T2), contudo, tiveram atividades muito  inferiores, sendo menores 
do que a atividade do solo controle (C). Resultados semelhantes foram obtidos por Lee et 







As  fosfatases  são enzimas  responsáveis pela hidrólise de ésteres de  fosfato, que 
possuem  alta  especificidade  e  grande  capacidade  de  ação  em  diferentes  estruturas  de 
substratos (Alef & Nannipieri, 1998).   
Conforme  os  dados  apresentados  na  figura  8,  verifica‐se  comportamentos 
semelhantes entre todos os solos contaminados até o 15º dia, momento em que começa 
uma grande diferenciação em termos de atividade para os tratamentos T1 e T2.  
Nestes  tratamentos,  em  um  período  de  15  dias,  intervalo  de  uma  verificação, 




correlação  positiva  com  o  conteúdo  total  de  fósforo,  confirmando  sua  importância  no 
ciclo deste elemento. Contudo, esta enzima possui correlação negativa com o conteúdo 
de  fosfatos,  ou  seja,  é  inversamente  proporcional  ao  conteúdo  de  fósforo  lábil.  Desta 
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forma,  os  aumentos  das  atividades  nos  tratamentos  T1  e  T2,  provavelmente  tenham 
acontecido  devido  à  alta  atividade metabólica  necessária  à manutenção  da microbiota 
frente aos contaminantes, demandando grandes quantidades de fósforo. 
Tempo, dias























Figura  8.  Atividade  da  fosfatase  ácida  em  distintos  solos  contaminados  com 
hidrocarbonetos  e  metais  pesados.  Os  dados  são  as  médias  das 
amostras em triplicata e as barras representas os desvios padrões. 
 
Conseqüentemente,  como  este  solo  apresenta  baixo  teor  de  fósforo  mineral 
(fosfatos),  foi  rapidamente  consumido  pelos microrganismos.  Frente  à  depleção  deste 
macronutriente,  os  microrganismos  começaram  a  utilizar  a  ação  enzimática  para 
mineralizar  o  fósforo  orgânico,  presente  em  constituintes  celulares  residuais  de 
microrganismos mortos e matéria orgânica do solo, para suprir a demanda metabólica.   
Já  os  solos  contaminados  com  hidrocarbonetos  e metais  pesados  (T3  a  T6)  não 
sofreram grandes alterações ao  longo do experimento e  tiveram atividades enzimáticas 
inferiores ao  solo controle. Tais  resultados obtidos  são  semelhantes aos  reportados por 
Wang et al.  (2007) e Shen et al.  (2006), os quais observaram uma enorme supressão da 











Conforme  os  resultados  demonstrados  na  figura  9,  observa‐se  crescentes 
atividades  enzimáticas  nos  solos  contaminados  somente  com  hidrocarbonetos  de 
petróleo, que mantiveram esta tendência até o 45º e 60º dias, respectivamente para os 
solos T1 e T2. Entre os nutrientes  inorgânicos, o enxofre é o quarto mais absorvido, com 
participação de  1% na  composição química  celular microbiana  (Neidhardt  et al., 1990), 
sendo  essencial ao metabolismo. 
Tempo, dias





















Figura  9.  Atividade  da  arilsulfatase  em  distintos  solos  contaminados  com 







confere  uma  baixa  biodisponilidade  do  mineral.  Assim,  provavelmente  a  carência  do 
nutriente  induziu  a  população  a  utilizar  a  ação  enzimática  para  mineralizar  sulfatos 
orgânicos  presentes  na  matéria  orgânica  e  resíduos  de  células  mortas,  para  suprir  o 
aumento da atividade metabólica necessária à manutenção celular frente à presença dos 
contaminantes, justificando o comportamento observado. 





uma  inibição da atividade arilsulfatase, durante  todo o experimento, sendo esta  inferior 
ao solo não contaminado. Semelhantes reduções na atividade desta enzima, na presença 
de metais pesados,  foram  relatados por Renella  et al.  (2005a), Renella  et al.  (2005b) e 
Hinojosa et al. (2004). 
Ao  longo deste  trabalho, pôde‐se  verificar que  todas  as  cinco enzimas  avaliadas 
tiveram  sua  ação  inibida  quando  na  presença  de metais  pesados.  Prévios  estudos  têm 
demonstrado que quando a microbiota é exposta a metais pesados, seu qCO2 aumenta, 
indicando  um  grande  requerimento  de  energia  para  a  manutenção  celular  (Brookes, 
1995).  A baixa eficiência metabólica dos microrganismos do solo na presença dos metais 
pesados  pode  ser  devido  a  um  “desvio  de  energia”  em  adaptações  fisiológicas 
imprescindíveis  para  a  tolerância  à  toxicidade  imposta  por  tais  elementos.  Muitas 
adaptações podem ocorrer,  tais como  síntese de proteínas e  sacarídeos  seqüestradores 
de metais (intra e extracelulares), além de reações bioquímicas para precipitar ou conter 
metais na  superfície  celular microbiana  (Gadd, 1993). De  fato, qualquer mecanismo de 
adaptação é energicamente exigente e dependente, aumentando assim as necessidades 
energéticas para o crescimento microbiano. Desta  forma, pode uma haver uma redução 









Visando  a  variação  populacional  bacteriana,  aproximada,  ocorrida  durante  o 
experimento,  foram  realizadas  sucessivas  contagens  em placas, que  avaliou  a dinâmica 
entre heterotróficos e degradadores (cultiváveis).  
A população bacteriana heterotrófica  foi  fortemente  reduzida em  todos os  solos 




































menor  população  de  103  células,  que  ficou  estabilizada  até  o  final  dos  90  dias  de 
experimento.  As  reduções  foram  ainda  mais  acentuadas  nos  solos  que  conciliaram 
hidrocarbonetos e metais pesados, havendo uma diminuição de aproximadamente quatro 
ordens de magnitude de 106 para 102 células da primeira a última avaliação (Figura 10). 
 Por  se  tratar de um  solo  sem histórico de contaminação é compreensível que a 
população  microbiana  autóctone  sofra  consideráveis  reduções  frente  à  disposição  de 
compostos  tóxicos  tais  como  hidrocarbonetos  e metais  pesados,  como  observado  no 
experimento.  Estas  reduções  ocorrem  pela  ausência  de  mecanismos  que  confiram 
resistência à maior parte das células bacterianas heterotróficas (Atagana, 2006).  










avaliações.  Inicialmente  estes  aumentos  foram  de  102  para  103,  chegando  ao máximo 
crescimento após os 75 dias de experimento a 104 células. 
Com  base  nestes  resultados  pode‐se  inferir  que  o  efeito  tóxico  combinado  dos 
hidrocarbonetos  e  metais  pesados  afetou  com  maior  intensidade  a  comunidade 
bacteriana  do  solo  do  que  somente  os  hidrocarbonetos,  uma  vez  que  houve maiores 






































metais  pesados.  Contudo,  o  delineamento  experimental  adotado  permite  inferir  que  a 
presença dos metais pesados potencializou o efeito tóxico responsável pelas reduções na 
população microbiana. A  inibição do crescimento pela presença de metais pode ocorrer 
por  inúmeros  fatores,  sendo  que  o  efeito  tóxico  apresentado  por  estes  elementos 
depende  da  espécie  do metal,  concentrações  e  fatores  físicos‐químicos  do  solo  (Gadd, 
1993).  A  toxicidade  de  um metal  pode  ser  exercida  de  diferentes  formas.  Ions  livres 
podem  afetar  diretamente  as  células  microbianas  por  reações  entre  constituintes 
celulares e o metal. Contudo, organometais apresentam geralmente maior toxicidade aos 
microrganismos do que o correspondente íon metálico livre (Lugauskas et al, 2005), sendo 




indicam  que  funções  essenciais  foram  afetadas  ou  ocorreram  danos  nas  células 
microbianas. Metais exercem um efeito  severo em específicas  funções microbianas que 
influenciam  completamente  o metabolismo  em  geral  (Gorbunova &  Terekhova,  1995). 
Tais efeitos incluem o bloqueio de grupos funcionais de moléculas biologicamente ativas, 
o  deslocamento  e  substituição  de  íons  metálicos  essenciais  de  biomoléculas, 
conformação,  modificação,  desnaturação  e  a  ruptura  da  integridade  de  membranas 
celulares  e  organelares  (Tomsett,  1993).  Desta  forma,  a  sobrevivência  microbiana  na 
presença de metais é dependente da disponibilidade e especiação dos metais assim como 




A  quantificação  dos  hidrocarbonetos  totais  de  petróleo  (HTP)  foi  realizada  por 
meio de espectroscopia na região do infravermelho (IR), seguindo o método 418.1, padrão 
da agência de proteção ambiental americana (USEPA). Neste método os HTP são definidos 











Tais  resultados  demonstram  que  a  presença  dos  metais  pesados  suprimiu  a 






















































As maiores degradações em  valores  absolutos, que  foram  visualizadas nos  solos 
com maiores  contaminações  de  hidrocarbonetos,  provavelmente  tenham  ocorrido  em 
função da maior abundância de hidrocarbonetos de cadeia aberta (alcanos), que são mais 
facilmente  degradados  pela microbiota  do  solo.  Também  são  esperados  que  ocorram 





se  inferir  que  ocorreram  perdas  de  hidrocarbonetos  por  processos  abióticos. 
Provavelmente  houve  perdas  na  fração  de  parafinas  voláteis  (alcanos  com  cadeia  <  10 
carbonos)  durante  a  manipulação  dos  microcosmos.  Entretanto,  acredita‐se  que  as 
maiores  perdas  abióticas  tenham  ocorrido  por  interações  físico‐químicas  dos 
hidrocarbonetos com a matriz do solo, principalmente com a fração orgânica estabilizada, 
impossibilitando  a  recuperação  total  dos  hidrocarbonetos  adicionados  no  solo,  pelo 
método de extração.  Por se tratar de um solo com textura predominantemente argilosa, 
apresenta predomínio de minerais  com alta área  superficial específica, que por  sua vez 
confere  grande  capacidade  de  reatividade  eletroquímica,  proporcionando  uma  grande 
proteção  da matéria  orgânica  (Sparks  et  al.  1995).  Estas  características  físico‐químicas, 

















na  avaliação da diversidade  em  amostras  ambientais  e na detecção  e quantificação de 
populações  específicas  (Head,  1998).    A  escolha  do    DNAr  16S  decorre  do  fato  deste 
apresentar  todas  as  características  necessárias  a  um marcador molecular  ideal:  possui 
uma distribuição universal, estrutura e função conservadas entre os  taxa e um tamanho 
grande  com  informação  suficiente  que  permite  o  estabelecimento  de  inferências 
filogenéticas  robustas. Além disso,  sua estrutura primária possui uma  alternância entre 
regiões  mais  ou  menos  conversadas,  permitindo  a  investigação  de  um  espectro  de 
distâncias  filogenéticas,  desde  o  nível  de  domínio  até  o  nível  de  espécie  (Ludwig  & 
Schleifer,  1994).  Por  fim  o  grande  número  de  sequências  de  16S  rDNA  disponíveis 




gradiente  de  desnaturação  (DGGE)  se  agruparam  de  distintas  formas  em  função  dos 
tratamentos. O grupamento com maior similaridade, aproximadamente 91%, foi formado 
pelos  tratamentos  T1  e  T3  (“cluster  1”).    Na  seqüência,  ficaram  agrupados  o  T2  e  T4 
(“cluster 2”) com cerca de 84% de similaridade. O terceiro cluster (“cluster 3”) foi formado 
pelo  agrupamento  dos  “cluster  1”e  “cluster  2”,  com  similaridade  de  aproximadamente 
75%, sendo que este cluster se agrupou, com 68% de similaridade, com o tratamento T6 
formando o “cluster 4”. Assim, verifica‐se que a menor similaridade observada foi de 65% 
entre  os  “clusters  4  e  5”,  sendo  este  último  formado  pelo  solo  controle  e  o  T5,  com 







Figura  14.  Análise  de  agrupamentos  de  perfis  de DGGE  de  solos  contaminados, 
após 90 dias de experimento. O  “bootstrap”  representa a  similaridade 








tratamentos  que  combinaram  hidrocarbonetos,  cromo  e  cobre  apresentaram  níveis  de 
similaridade muito  baixos  com  relação  aos  demais  tratamentos  entre  si  (≤  70%).  Estes 
dados  sugerem que a  combinação de hidrocarbonetos  com os metais pesados  cromo e 
cobre  selecionaram  populações  distintas  daquelas  de  outros  tratamentos,  capazes  de 
tolerar  o  estresse  proporcionado  pelo  efeito  sinérgico  dos  contaminantes  combinados. 
Além  disso,  a  dosagem  de  hidrocarbonetos  também  influenciou  a  diferenciação  das 
comunidades entre os tratamentos T5 e T6, os quais apresentaram < 70% de similaridade.  
Em suma, a análise do DGGE mostrou que todos os solos contaminados sofreram 
grandes  alterações  em  sua  diversidade  inicial,  baseado  no  solo  controle.  A  menor 
diferenciação ocorreu no  tratamento T5, que apresentou uma alteração da comunidade 





Podemos  verificar  que  os  solos  contaminados  com  hidrocarbonetos  e  cromo  se 




Cr+3,  que  pode  ocorrer  por  reações  químicas  e/  ou  reações  enzimáticas,  reduzindo 
consideravelmente  a  toxidez  deste  elemento.  Quando  foram  combinados 
hidrocarbonetos,  cromo  e  cobre,  possivelmente  mesmo  com  a  redução  do  cromo  a 
toxicidade do  cobre prevaleceu,  forçando a microbiota a grandes alterações  fisiológicas 
selecionando os microrganismos mais aptos, que evidencia a maior diferenciação destes 
tratamentos. Assim, estes resultados estão de acordo com os reportados por Joynt et al. 
(2006),  os  quais  analisaram  as  alterações  da  comunidade  microbiana  frente  à 
contaminação de hidrocarbonetos de petróleo, chumbo e cromo. Estes concluíram que o 
efeito  combinado  destes  contaminantes  proporcionou  uma  grande  alteração  na 
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comunidade  microbiana,  contudo,  não  elucidaram  o  mecanismo  associado  a  tais 
alterações sugerindo que estudos mais detalhados deveriam ser realizados. 
  Atualmente,  existem  inúmeros  trabalhos  que  reportam  às  alterações  nas 
comunidades  microbianas  em  solos  contaminados  com  hidrocarbonetos  e  metais 
pesados,  utilizando  DGGE.  Com  base  na  literatura  internacional,  utilizando‐se  o  portal 
eletrônico do  ISI web of science  (acesso em 23/03/08) com  idênticos critérios de busca, 






estarão  aptos  a  sobrevivência. Além disso,  as  alterações na estrutura das  comunidades 
microbianas decorrentes destas condições ambientais, não são iguais aquelas promovidas 
em resposta a exposição à agentes tóxicos  individuais.   Por esta razão, a análise cruzada 
de  resultados  obtidos  em  experimentos  com  agentes  tóxicos  individuais  e  combinados 
pode  acarretar  em  graves  erros  de  interpretação.  Isto  ocorre  em  função  dos  efeitos 
sinérgicos e/ou antagônicos  responsáveis pelas alterações na comunidade microbiana, e 
que não ocorrem na presença de agentes tóxicos individuais.  







‐  Hidrocarbonetos  de  petróleo  combinados  com  os  metais  pesados  cromo  ou 
cromo  mais  cobre  proporcionam  um  efeito  sinérgico  superior  ao  evidenciado  para 
hidrocarbonetos,  sobre  a  respiração microbiana que  corresponde  a uma maior  taxa de 
liberação de C‐CO2; 
 
‐  A  biomassa  microbiana  é  mais  afetada  negativamente  por  hidrocarbonetos 
quando estes estão combinados com os metais cromo ou cromo mais cobre; 
 
‐  Existe  um  grande  aumento  na  demanda  energética  celular  para  manter  a 




arilsulfatase do  solo  são  inibidas pela presença de hidrocarbonetos combinados com os 
metais cromo ou cromo mais cobre; 
 





‐  A  diversidade  bacteriana  do  solo  é  afetada  diferentemente  de  acordo  com  a 
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Comunidades  microbianas  tais  como  as  presentes  em  solos,  formam  sistemas 
extremamente  complexos  e  dinâmicos  em  termos  estruturais  e  funcionais.  Portanto, 
pouco  se  conhece  das  alterações  funcionais  de  comunidades  microbianas  expostas  a 
contaminantes. Este estudo descreve uma avaliação metaproteômica para determinar os 
perfis  de  proteínas  expressadas  (metaproteomas)  por  uma  comunidade  microbiana 
proveniente de um solo sem histórico de contaminação, submetida a distintos tempos de 
exposição  a  fenol  e  cromo.  Em  média,  foram  detectados  mais  de  1500  spots  bem 
resolvidos nos perfis metaproteômicos. As proteínas identificadas ficaram restritas a dois 
principais  grupos  funcionais:  transportadoras  e  do metabolismo.  Estas  proteínas  foram 
relacionadas  diretamente  a  vários  mecanismos  de  resposta  ao  estresse  causado  pela 
presença  dos  contaminantes.    A  avaliação  metaproteômica  conseguiu  detectar  a 
regulação  diferencial  de  proteínas  em  um  curto  período  de  tempo  de  exposição  aos 
contaminantes.  Esta  sensibilidade  demonstra  que  metaproteômica  é  uma  ferramenta 





























vários  fatores  físicos,  químicos  e  ecológicos.  Microrganismos  pertencentes  aos  três 
grandes  domínios  filogenéticos,  Archea,  Bacteria  (ou  Eubacteria)  e  Eukarya,  habitam  o 
solo  de  acordo  com  a  disponibilidade  e  configuração  dos  nichos.  Estas  comunidades 
microbianas impactam nossas vidas de diferentes maneiras, incluindo saúde, agricultura e 
meio  ambiente.  São  os  principais  responsáveis  pela  ciclagem  dos  resíduos  orgânicos 
naturais  e  antrópicos,  estando  envolvidos  diretamente  nos  principais  ciclos 
biogeoquímicos do planeta. Assim, um melhor entendimento da ecologia microbiana pode 
conduzir  a  uma  clara  descrição  de  processos  de  patogenia,  ciclagem  de  nutrientes  e 
eliminação  de  resíduos  tóxicos  por  processos  de  biodegradação. No  entanto,  a  grande 
complexidade destas comunidades microbianas torna seus estudos um grande desafio.  
Na  atualidade,  um  grande  número  de  ferramentas  para  exploração  de 
comunidades microbianas tem surgido, das quais se destacam as baseadas na extração de 
mRNA  (transcriptômica)  e  DNA  (metagenômica).  Estas  técnicas  baseadas  no  perfil  de 
ácidos nucléicos  são muito úteis para elucidar a estrutura de  comunidades microbianas 
nos mais  distintos  ambientes  terrestres  e  aquáticos,  bem  como  em muitos  ambientes 
extremos (salinas, fontes termais, drenagens ácidas, etc). Infelizmente, o conhecimento da 
estrutura  de  uma  comunidade  microbiana  não  fornece  informação  sobre  sua 
complexidade  funcional,  tais  como  capacidade metabólica  e  de  resposta  fisiológica  às 
variações nas condições ambientais.  
Em  contraste,  análises  metaproteômicas  podem  expor  rápidas  alterações 
fisiológicas, pois a síntese de proteínas é extremamente rápida e regula a transcrição de 
genes  essenciais  à  sobrevivência  dos  microrganismos.  Sob  condições  de  estresse 
ambiental,  os  microrganismos  são  forçados  a  expressar  proteínas  específicas  para 
aquisição  da  tolerância  ou  resistência.    A  identificação  destas  proteínas  pode  ser 
considerada  como  biomarcadores  moleculares  que  podem  ser  empregados  no 
monitoramento  de  processos  biológicos  como  a  biorremediação.  A  detecção  de 
 
78  CAPÍTULO 2 ‐ Introdução ‐ Metaproteômica de uma comunidade microbiana exposta a fenol e cromo
modificações  pós‐traducionais  são muito  relevantes,  porque muitas  enzimas  possuem 
suas bioatividades dependentes destas modificações, sendo que estas podem  refletir as 




Dentro  deste  contexto,  o  objetivo  do  presente  estudo  foi  empregar  a 
metaproteômica para obter  informações sobre a resposta dinâmica de uma comunidade 



















da  área  amostrada,  formando  uma  amostra  composta  homogeneizada  que 
posteriormente da qual foi retirada uma sub‐amostra para a realização dos experimentos. 







físicas  (granulometria),  químicas  (pH,  carbono  orgânico  total,  matéria  orgânica, 




Em  frascos  de  erlenmeyer  de  1000  mL  contendo  300  mL  de  meio  LB,  foram 











































  Para a extração das proteínas  in vitro, observando‐se os  tempos de exposição, o 
volume  total dos cultivos  (50 mL)  foi adicionado a  tubos de centrifugas e  submetidos à 
centrifugação a 20.000 rpm a 4 °C durante 15 min. Após a centrifugação, o sobrenadante 
foi  removido e o pelete  foi  limpo. A  limpeza  foi  realizada pela adição de 30 mL de uma 
solução contendo 3 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 68 mM NaCl e 68 mM NaH2PO4,  sendo o 
conteúdo  agitado  em  vortex  por  10  seg  e  realizado  nova  centrifugação  como  descrito 
anteriormente. Para garantir uma boa limpeza este passo foi realizado 3 vezes.  
Para a extração,  foi adicionado ao pelete  limpo 2 mL de   uma  solução extratora  
contendo 200 µL de inibidor de protease (Sigma P 2714), 50 mM Tris‐HCl (pH 7,8), 10% de 
sacarose, 2mM de dithiothreitol (DDT), 4 mM EDTA, 0,1% Brij 58 com o pH final ajustado 




  A quantificação da concentração  final das proteínas  foi realizada pelo método da 





  Com  objetivo  de  concentrar  as  proteínas  extraídas,  o  extrato  protéico  foi 










Devido  à  alta  sensibilidade  das  técnicas  de  espectrometria  de massas,  todas  as 










0,5%  tampão  IPG)  em  um  volume  correspondente  à  concentração  final  de  150  µg  de 
proteínas,  respeitando  o  volume  final  total  de  350  µL  (amostra+TR).  A  amostra  foi 
incubada  à  temperatura  ambiente  por  30  min,  sendo  posteriormente  centrifugada  a 
14000 rpm por 1 minuto.  Em sequência, a amostra foi posta em contato com o gel de IEF 
na  câmara  de  reidratação,  que  foi  coberto  com  óleo mineral.    Os  géis  de  IEF  foram 
submetidos a 6 h de reidratação passiva seguido de 6 h de reidratação ativa a 50 v, sendo 
na  seqüência  3  rampas  lineares  de  1,5  h  de  500,  1000,  2000  v,  respectivamente  e,  2 




A  eletroforese  em  gel  de  poliacrilamida  desnaturante  em  SDS  foi  realizada  no 
sistema  Protean®  plus  Dodeca™  cell  (Bio‐Rad)  para  géis  de  18  cm.  Previamente  à 





azul  de  bromofenol,  com  adição    de  DTT  (10  mg.mL‐1  de    tampão).  Após  ter  sido 













  Os  géis  revelados  foram  escaneados  sob  emissão  de  luz  ultravioleta  em  um 

























robô,  em  um  equipamento  Investigator  ProGest™  Genomic  Solutions™  (Figura  4)  para 
evitar  a mínima manipulação  humana  e  assim  diminuir  o  risco  de  contaminação  das 
amostras. A digestão enzimática das proteínas foi realizada pela adição automática de 15 
µL de uma solução de tripsina (50 ng. µL‐1 em NH4HCO3 25 mM pH 8,2). Na seqüência foi 

























Para a  identificação das proteínas  foi utilizado o programa PEAKS  (Bioinformatics 
Solutions)  e  o  programa  de  distribuição  livre  LutefiskXP  (R.S.Johnson, 
http://www.sourceforce.net). Com os tags obtidos foi realizada uma busca por homologia 
(BLAST), utilizando‐se o programa  Fasta  (http://fasta.biotech.virginia.edu/). As bases de 
dados  utilizadas  foram  Swiss‐Prot  (European  Bioinformatics  Institute,  Heidelberg, 
Alemanha)  e  GenBank  (National  Center  for  Biotechnology  Information,  WA,  Estados 
Unidos). As buscas  foram  realizadas em  toda  a  amplitude de massa molecular e ponto 
isoelétrico e com restrição aos domínios Bacteria e Eucarya. 
A ontologia e as funções moleculares das proteínas  identificadas foram realizadas 








  O  local  para  coleta  do  solo  utilizado  no  experimento  foi  escolhido  por  estar 
localizado  junto  ao  principal  pólo  petroquímico  da  Andaluzia  e  próximo  do  estuário 
Domingo Rubio, que recebe grandes quantidades de efluentes derivados da atividade de 
mineração  de metais.  Este  solo  apresenta  as mesmas  características  físico‐químicas  e 
geomorfológicas daqueles encontrados nas áreas contaminadas, contudo, não apresenta 








interações  reativas  que  podem  ocorrer  no  solo,  sendo  imprescindíveis  para  a melhor 
adequação  dos  protocolos  a  serem  empregados  (Ogunseitan,  2006).  Desta  forma,  é 
possível aperfeiçoar as condições analíticas para recuperação do conteúdo protéico intra e 
extracelular,  porque  tanto  as  células microbianas  quanto  a  fração  protéica  liberada  no 
ambiente pela microbiota pode  interagir  com a  fração mineral e orgânica da matriz do 
solo (Schulze, 2005).  
  A amostra de solo utilizada no experimento apresentou baixa capacidade de troca 
de  cátions,  devido  ao  predomínio  de  minerais  na  fração  areia,  que  confere  baixa 
reatividade  eletroquímica  pela  limitada  presença  de  cargas  permanentes.  Em  contra 
partida,  apresentou  alto  teor  de matéria  orgânica  que  possui  grande  potencial  reativo 





















  As contagens microbianas  (microrganismos cultiváveis)  foram realizadas ao  longo 









Tratamento  0 h  2 h  4 h  24 h 
Controle  7,4x108  7,5 x108  5,3 x108  2,1 x108 
Fenol  4,7 x108  3,5 x108  3,6 x108  8,8 x108 
Cromo   4,0 x108  3,8 x108  4,4 x108  2,2 x108 
Fenol+cromo  2,9 x108  3,2 x108  3,6 x108  3,3 x108 
                 Os resultados são as médias de triplicatas. 
 






população  microbiana  causada  pela  morte  dos  indivíduos.  Assim  sendo,  este 
conhecimento  é muito  superficial  para  gerar  informações  precisas  sobre  a  capacidade 




decorrentes  da  presença  de  poluentes.  Bioquimicamente  se  supõe  que  tão  logo  os 
microrganismos  sejam expostos a agentes que possam comprometer  sua  sobrevivência, 
uma  séria  de  reações  fisiológicas  são  acionadas  visando  à  proteção  celular.    Todo  e 
qualquer mecanismo de resposta fisiológica, se presente, estará codificado em moléculas 
de  DNA  cromossomal  e/  ou  extracromossomal  (plasmídeos)  e  a  decodificação  destas 
informações resultará em proteínas como produto final (Nies, 2000).  
A  síntese de proteínas, quando  requisitada, é  acionada em  frações de  segundos 
superando  em  muitas  vezes  a  velocidade  da  dinâmica  populacional  mensurada  por 
técnicas de contagens.  
Com  o  advento  de  técnicas  de  transcriptômica,  que  podem  analisar 
qualitativamente  e quantitativamente  cópias de mRNA  (ácido  ribonucléico mensageiro) 
transcritos durante processos  celulares, houve um grande avanço no entendimento   de 
processos  metabólicos  complexos  (Valenzuela  et  al.,  2006;  Lacerda  et  al.,  2007).  No 
entanto, a presença de cópias de mRNA em células não pode garantir que as proteínas 




















Atráves  das  análises  de  imagens  dos  géis  referentes  à  exposição  a  cromo  foi 
possível detectar mais de 1700 spots bem resolvidos, ao longo do tempo de exposição.  
A  primeira  verificação  metaproteômica,  realizada  aos  15  min  de  exposição  a 
cromo, revelou uma sobre‐expressão de proteínas de 5,81% em relação ao número total 
de  proteínas  detectadas  (Tabela  3).  Esta  porcentagem  representou  a  maior  sobre‐
expressão que ocorreu durante todo experimento, totalizando 103 proteínas. A partir de 2 
h de exposição a cromo, o número de proteínas sobre‐expressadas começou a diminuir 
acentuadamente  alcançando  o  menor  índice  24  h  após  o  início.  Efeito  inverso  foi 
verificado  com  relação  à  repressão,  a  qual  inicialmente  foi  baixa  (0,9%)  nos  primeiros 
instantes,  sendo  que  o maior  número  de  proteínas  reprimidas  chegou  a  70,  na  última 
verificação. No  total, houve uma alteração qualitativa no perfil metaproteômico de 396 
proteínas, que representam aproximadamente 22%. 




Tempo  Repressão  Sobre‐expressão  NTPD 
0 h (15min)  16 (0,90)  103 (5,81)  1774 
2 h  44 (2,59)  74 (4,36)  1696 
4 h  68 (3,88)  11 (0,63)  1753 














Frente  à  exposição  a  fenol  verificou‐se  que  poucas  proteínas  foram  sobre‐
expressadas nos primeiros 15 min,  sendo que o número de proteínas  reprimidas neste 
momento  superou  em  aproximadamente  62%  as  sobre‐expressadas  (Tabela  4).  A 




Tempo  Repressão  Sobre‐expressão  NTPD 
0 h (15min)  69 (4,80)  26 (1,81)  1437 
2 h  103 (7,14)  0 (0)  1443 
4 h  127 (8,53)  5 (0,34)  1489 





  Entretanto,  a  contaminação  com  fenol  foi  responsável  por  uma  enorme  sobre‐
expressão  visualizada  com 24 h de exposição, que  representou uma alteração no perfil 
metaproteômico de 256 novas proteínas, de um total de 588 qualitativamente alteradas. 
Este  resultado  representa  uma  alteração  de  88,5%  do  total  das  proteínas  sobre‐
expressadas, somente nesta verificação.   










primeiros  15  min  observou‐se  uma  pequena  repressão  e  uma  considerável  sobre‐
expressão de proteínas (Tabela 5). A maior mudança no perfil metaproteômico ocorreu 24 
h  após  o  inicio  do  experimento,  a  qual  foi  verificada  uma  repressão  de  177  proteínas 
(11,07%),  momento  este  em  que  não  foi  constatada  nenhuma  sobre‐expressão.    As 
análises  qualitativas  mostraram  alterações  em  494  proteínas,  contudo,  sob  o  efeito 
combinado do  fenol e cromo pode‐se constatar que a tendência na expressão gênica se 
aproximou a dos microrganismos expostos ao cromo.   É provável que o efeito tóxico do 
cromo  acione  rapidamente  uma  série  de mecanismos  fisiológicos  representados  pelas 
proteínas  sobre‐expressadas.  As  análises  quantitativas  apontaram  alterações  em  28 




Tempo  Repressão  Sobre‐expressão  NTPD 
0 h (15min)  8 (0,52)  98 (6,33)  1548 
2 h  46 (2,94)  48 (3,07)  1563 
4 h  16 (1,07)  101 (6,76)  1493 










critérios  de  selação  adotados  para  a  escolha  das  proteínas  a  serem  identificadas  por 
espectrometria  de massas  foram  os  seguintes:  Intensidade  do  spot  (spot  = mancha  no 
gel); baixo desvio padrão (pouca variação dos spots entre os géis); repetibilidade (o spot 










Após a  seleção, os  spots dos géis em  triplicata  foram digeridos para  comporem 
uma mistura  de  peptídeos  e  então  serem  submetidos  à  espectrometria  de massas.   A 
partir dos espectros obtidos na análise por MALDI‐TOF  foi decidido  realizar análises no 
capLC‐μESI‐ITMS/MS. Os espectros de MS/MS obtidos foram submetidos ao software de 
busca  SEQUEST.  Para  a  identificação  das  proteínas  foi  criada  uma  base  de  dados  para 





das  proteínas,  uma  vez  que  peptídeos  de  organismos  de  genoma  desconhecido  (não 
seqüenciados)  somente  são  identificados  se  este  compartilhar  uma  identidade  de 
seqüência elevada com respeito a alguma das proteínas reportadas nas bases de dados.   
Além  disso,  para  garantir  a  identificação  evitando‐se  resultados  falso‐positivos 




Tabela  6.  Parâmetros  analíticos  dos  spots  selecionados  no  tratamento  de 
exposição a cromo.  
NSP  Mr  pI Intensidades dos spots DP
5801  60.16  5.83  375.6  364  370.5  5.81 
8304  22.30  6.69  2007.6  1899  1820.6  93.90 
8402  22.72  6.74  3860.8  3951  3696.1  129.25 
8403  23.51  6.78  419.6  398.6  438.1  19.76 
8404  24.70  6.79  768.2  790.6  829.5  31.01 
8405  24.00  6.90  378.3  358.7  380.7  12.06 
8406  23.05  6.69  327.4  301.4  318  13.16 
8505  25.73  6.70  1081.8  1065.5  1013.1  35.89 
8603  35.34  6.72  1025.7  1023  1006.2  10.56 
NSP=número do spot (gerado pelo software); Mr=massa relativa; pI=ponto isoelétrico; DP=Desvio padrão. 
 
Tabela  7.  Parâmetros  analíticos  dos  spots  selecionados  no  tratamento  de 
exposição a fenol.  
NSP  Mr  pI Intensidades dos spots DP
0005  21.34  4.59  3066.1  3070.4  3133.7  37.85 
1004  21.06  4.82  1391.3  1417.5  1392.5  14.79 
5902  56.75  5.99  1307.3  1396.1  1332.7  45.74 
5903  54.49  5.98  630.9  680.0  600.7  40.02 
NSP=número do spot (gerado pelo software); Mr=massa relativa; pI=ponto isoelétrico; DP=Desvio padrão. 
 
Tabela  8.  Parâmetros  analíticos  dos  spots  selecionados  no  tratamento  de 
exposição a fenol+cromo.  
NSP  Mr  pI Intensidades dos spots DP
7602  42.06  6.32  1756.9  1646.2  1762.2  65.50 



















































































o  spot,  e  a  figura  da  direita  mostra  a  região  do  gel  onde  o  spot  foi 
localizado.        
 
O  Xc  tem  função  de  mensurar  a  similaridade  da  relação  massa‐carga  (m/z)  de 
fragmentos  entre  o  valor  predito  de  seqüências  de  amino  ácidos  publicados  e  o  valor 
observado dos espectros de MS/MS. Já o ΔCn discrimina a alta qualidade do espectro mesmo 
quando este  tenha  sido  ajustado  a espectro  teórico  (Chao, et  al., 2004). Como  regra  geral, 
valores maiores que 2,0 para Xc e 0,1 para ΔCn garantem uma análise de alta qualidade (Tabb 












Spot  Peptídeo  MH+ XC ΔCn Proteína 



































8404  K.SVM*DSGGLVSDDLIINLVK.E  1991.04  5.35  0.5 
Q4KHK4|Q4KHK4_PSEF5 Adenylate kinase ‐
Pseudomonas fluorescens 
8404  K.IAGKDDITGEDLVQR.K  1629.84  5.12  0.2 
Q4KHK4|Q4KHK4_PSEF5 Adenylate kinase ‐
Pseudomonas fluorescens 






























































Na  tabela 10  verifica‐se que para o mesmo  spot  foram  identificadas 3 distintas 
proteínas.  Por  se  tratar  de  um  estudo metaproteômico,  onde  vários microrganismos 
estão  sendo analisados ao mesmo  tempo, pode‐se  inferir que  isso ocorra pelo  fato de 





Spot  MH+  De Novo Score Proteína BLAST






















Como  já mencionado anteriormente,  todas as proteínas,  independentemente do 
tratamento,  ficaram  restritas  a  dois  principais  grupos  funcionais:  proteínas 
transportadoras  e  metabólicas.  Estas  famílias  de  proteínas  têm  sido  freqüentemente 
relatadas em estudos de exposição a compostos orgânicos e metais pesados.  
O  primeiro  grupo  funcional,  das  proteínas  transportadoras,  está  diretamente 
















Spot  Peptídeo  MH+ XC ΔCn Proteína 
7602  K.FGIPQISTGDM*LR.A  1450.74  2.31  0.3 
Q4KHK4|Q4KHK4_PSEF5 Adenylate kinase ‐
Pseudomonas fluorescens 
7602  K.IAGKDDITGEDLVQR.K  1629.84  4.97  0.2 
Q4KHK4|Q4KHK4_PSEF5 Adenylate kinase ‐
Pseudomonas fluorescens 
7602  R.VYHTVYNPPK.I  1217.63  2.67  0.3 
Q4KHK4|Q4KHK4_PSEF5 Adenylate kinase ‐
Pseudomonas fluorescens 


















































































































































membrana  citoplasmática,  comprometendo  seriamente  a  estrutura  desta.  A  principal 
função da membrana celular dos microrganismos é  formar uma barreira permeável que 





do  microrganismo  (Sikkema  et  al.,  1995).  Contudo,  o  efeito  tóxico  de  um  composto 
orgânico  não  depende  somente  da  toxicidade  inerente  da molécula, mas  também  da 
tolerância da espécie (Ramos et al., 2002).  
  A  tolerância  a  compostos  aromáticos  tem  sido  relacionada  a  5  principais  
elementos: a) metabolismo de hidrocarbonetos, que contribui para a  transformação em 
compostos  atóxicos;  b)  aumento  da  rigidez  da  membrana  celular  via  alteração  da 
composição  dos  fosfolipídeos;  c)  alterações  na  superfície  celular  que  tornam  a  célula 
menos  permeável;  d)  formação  de  vesículas  que  removem  os  compostos  tóxicos  e  e) 
efluxo dos compostos tóxicos em processo dependente de energia. Embora o mecanismo 
mais  conhecido  seja  o  metabolismo  (biodegradação),  este  não  é  considerado  o  mais 
importante  para  sobrevivência  celular,  visto  que  alguns  microrganismos  altamente 
tolerantes a elevadas concentrações de hidrocarbonetos não os utilizam como  fonte de 
carbono  (Inoue & Korishi., 1989).  Estes microrganismos  toleram  altas  concentrações  se 
utilizando de mecanismos de extrusão dos agentes tóxicos do citoplasma para o ambiente 
externo  via  bombas  de  efluxo  (Lomovskaya  et  al.,  2001)  Estas  bombas  de  efluxo  são 




Entre  estas  proteínas,  Ramos  et  al.  (1998)  constataram  que  as  proteínas  da 




variedade  de  hidrocarbonetos  aromáticos,  expressa  constitutivamente  proteínas  que 
conduzem a bomba de efluxo para remover os hidrocarbonetos. Conforme Santos et al. 




de exposição a  fenol, as proteínas  transportadoras sobre‐expressadas  (Tabela 12)  foram 
sintetizadas com o propósito de sustentar a tolerância ao agente tóxico.  
Nos  demais  tratamentos  (cromo  e  fenol+cromo)  os  spots  escolhidos  para 




uma  rápida  e  aguda  toxicidade  fazendo  com os microrganismos  rapidamente busquem 
alternativas  metabólicas  para  superar  o  efeito  deletério.  A  maior  parte  dos  metais 
pesados  é  constituída  de  elementos  de  transição,  que  possuem  os  orbitais 
incompletamente preenchidos (Biro et al., 1995). Esta característica os torna agentes com 
alto potencial redox ativo que, uma vez no interior da célula pode desencadear uma série 






termodinamicamente  possíveis  de  existirem  sob  condições  fisiológicas  (Nies,  1999).  A 
forma de  cromato é a mais  tóxica,  sendo que nenhuma  função biológica benéfica para 
microrganismos é conhecida. Por esta razão o metabolismo do cromo em bactérias ocorre 






mecanismo  de  resistência  utilizada  é  a  extrusão.  Além  disso,  o  processo  de  redução 
biológica possui um alto gasto energético. Uma das principais vantagens do  sistema de 
efluxo  é  o  reduzido  gasto  energético  e  efeito  compensatório  que  pode  ocorrer. 
Aproximadamente é gasto 1 ATP por  íon retirado da célula, mas pode haver um fluxo de 
entrada de íons gerando ATP, que compensa o gasto energético (Nies, 1999).    





indica  a  necessidade  e  a  capacidade  fisiológica  de  resposta  a  este  contaminante. 
Basicamente, são conhecidos 3 mecanismos de resistência microbiana a metais pesados: 
O primeiro é a bioacumulação seguida da extrusão por bombas de efluxo; o segundo é a 
bioredução,  tornando os metais menos  reativos  e  tóxicos,  e  finalmente o  terceiro  está 
ligado  a  afinidade  de  alguns  cátions  por  enxofre,  que  assim  podem  ser  complexados 
dentro de moléculas metal‐tiol. Tióis são compostos orgânicos que possuem o grupo –SH 
(sulfidrilo),  também  são  conhecidos  como mercaptano, devido à  capacidade de  se  ligar 
fortemente  ao  mercúrio  (Fahey,  2001).  A  detoxificação  de  metais  pesados  ligados  a 
complexos metal‐tiol é realizada por meio de bombas de efluxo, contudo energia adicional 




(compostos  peróxidos)  que  são  altamente  tóxicos  às  células,  e  assim  são  requeridos 
mecanismos para minimizar  a ocorrência da oxidação destes  compostos  e mitigar  suas 
conseqüências  (Pages et al., 2008). Desta forma, sob o feito tóxico de metais pesados há 
um  rápido  incremento  na  biossíntese  de  amino  ácidos  que  contenham  enxofre 
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responsável  por  controlar  reações  oxidativas  dos  tióis.  Com  o  mesmo  propósito  de 
controlar  reações  redox  foi  sobre‐expressada  uma  proteína  oxidoredutora  inespecífica 
(Oxidoreductase, Q7WQP9). 
A  proteína  tabtoxinine‐beta‐lactam  limitating  diptidase  (Tabela  11)  sobre‐
expressada frente ao cromo possui função de metalopeptidase. Estas proteínas catalisam 
a hidrólise de ligações peptídicas em oligopeptídeos e polipeptídeos. Enzimas desta classe 
possuem  íons metálicos  quelados  em  seus  sítios  ativos,  que  são  essenciais  à  atividade 
catalítica.  As  enzimas  superóxido  dismutases  são  metaloenzimas  de  proteção  celular 
contra  radicais  peróxidos  (Miller,2004),  que  assim  como  as metalopeptidases  possuem 
íons metálicos quelados em seus sítios ativos.  Através de reações alternadas de oxidação 
e  redução,  com  os  metais  presentes  em  seus  sítios  ativos,  realizam  a  detoxificação 
provocada  pelos  radicais  peróxidos  (Eitinger,  2004).  Desta  forma,  acredita‐se  que  a 
metalopeptidase expressada no experimento possa estar envolvida de alguma  forma na 
resistência ao cromo, mas por um mecanismo não entendido.  
 A  proteína  adenilato  quinase  foi  sobre‐expressada  quando  os  microrganismos 
foram expostos a cromo e a  fenol+cromo  (Tabela 12). Esta proteína catalisa a reversível 
transferência  do  grupo  fosfato  terminal  entre  ATP  (adenosina  tri‐fosfato)  e  AMP 
(adenosina mono‐fosfato). Sua função enzimática está diretamente ligada ao metabolismo 
energético  e  biossíntese  de  nucleotídeos,  sendo  essencial  para  a  manutenção  e  o 
crescimento celular microbiano (Leningher et al., 1995).   
O estresse microbiano ocasionado pela presença dos  contaminantes aciona uma 




quantidade  de  ATP  mediada  pela  ação  de  quinases,  razão  pela  qual  observa‐se  sua 
expressão.  
Por  fim  há  que  perceber  que  a  exposição  aos  contaminantes  (Cromo,  fenol  e 











‐ A  presença  do  cromo  aciona  uma  imediata  resposta  da  população microbiana 
conferida pelo aumento qualitativo de proteínas expressadas; 
 
‐  O  fenol  reprime  qualitativamente  o  número  de  proteínas  expressadas  nos 
primeiros  instantes  de  exposição  seguido  por  um  aumento  na  expressão  ao  longo  do 
tempo; 
 
‐  Sob  efeito  combinado  de  fenol  mais  cromo  prevalece  a  resposta  ao  cromo, 
ocorrendo uma rápida indução de novas proteínas; 
 
‐  Todas  as  proteínas  identificadas  estão  diretamente  envolvidas  na  resposta 
fisiológica ao estresse provocado pelos contaminantes; 
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A  remediação  mediada  por  microrganismos  possui  grande  potencial  para  a 
recuperação de ambientes contaminados, mas a  falta de  informações sobre  fatores que 
regulam o crescimento e o metabolismo das comunidades microbianas nestes ambientes 
limita  sua  aplicação.  Análises  metaproteômicas  possuem  sensibilidade  para  acessar 
informações  cruciais  para  um  melhor  entendimento  das  alterações  fisiológicas 




solos  contaminados  com hidrocarbonetos, metais pesados, defensivos  agrícolas e  a um 
solo  sem  histórico  de  contaminação  que  serviu  de  referência.  As  identificações  das 



























A  poluição  do  meio  ambiente  e  a  degradação  das  paisagens  naturais  são  os 
maiores problemas globais da atualidade, pois afetam a maior parte dos países pobres e 
desenvolvidos. Grandes quantidades e variedades de compostos orgânicos e  inorgânicos 








A  recuperação  de  áreas  contaminadas  representa  um  esforço  multidisciplinar 
porque  envolve  a  interação  de  inúmeros  fatores  físicos,  químicos  e  biológicos. Muitos 
estudos  têm  sido  realizados permitindo o entendimento dos principais  fatores  físicos e 
químicos,  no  entanto,  existe  uma  grande  lacuna  de  conhecimentos  dos  processos 




capacidade  de  adaptação  e  metabolização  de  compostos  tóxicos,  possibilitando, 
eficientemente, a restauração de ambientes degradados às suas condições “naturais”. Por 
este  motivo,  existe  um  enorme  esforço  científico  na  bioprospecção  dos  mecanismos 
fisiológicos  que  conferem  tais  habilidades  aos  microrganismos.  Do  ponto  de  vista 
investigatório,  o  grande  desafio  diz  respeito  ao  desenvolvimento  de  uma  ferramenta 
analítica, com  sensibilidade para detectar alterações  fisiológicas, que possa  ser aplicada 
“in  situ”.  O  solo  é  um  ambiente  aberto,  extremamente  complexo  que  têm  suas 





Recentemente,  algumas  ferramentas  para  exploração  das  comunidades 
microbianas  no  solo  foram  desenvolvidas  e  estão  baseadas  na  prospecção  de  mRNA 
(transcriptômica) e  fragmentos de DNA  (metagenômica). Estas técnicas representam um 
grande avanço na exploração filogética das comunidades microbianas presentes no solo, 
no entanto, pouco pode ser apurado sobre a dinâmica  funcional  real. A  transcriptômica 
está  limitada  principalmente  por  não  haver  uma  correlação  direta  entre moléculas  de 
mRNA  transcritas  e  proteínas  sintetizadas.  Já  a metagenômica  se  limita  a  predição  da 
funcionalidade dos genes,  sendo  incapaz de gerar  informações precisas  sobre em quais 
circunstâncias reais, no ambiente, estes serão transcritos.    
Nos  últimos  três  anos,  o  grande  avanço  nas  técnicas  de  proteômica  ambiental 




naturais  ou  provocadas  pela  entrada  de  poluentes  no  sistema.  A  identificação  destas 
proteínas  pode  ser  considerada  como  biomarcadores  moleculares  que  podem  ser 
empregados no monitoramento de processos biológicos  como  a biorremediação. Desta 
forma,  a  metaproteômica  pode  fornecer  informações  que  não  estão  disponíveis  por 
qualquer outro método conhecido até o presente momento.  
A maior  dificuldade  encontrada  para  aplicação  desta  técnica  é  a  extração  das 
proteínas  da matriz  do  solo. O  desenvolvimento  de  protocolos  eficazes  representa  um 
grande desafio, pois muitas características intrínsecas a cada pedoambiente pode reduzir 
a capacidade de extração das proteínas, tanto pela adsorção quanto pela co‐extração de 
interferentes  orgânicos  e  inorgânicos.  Neste  sentido,  é  esperado  que  a  utilização  de 




























do  Campus  da  Universidade  de  Huelva.  Estas  amostras  foram  coletadas  em  uma 
profundidade de 0‐5 cm em vários pontos das áreas amostradas (Figura 6), formando uma 














Figura  2.  Local  de  coleta  da  amostra  S1,  contaminada  com  metais  pesados 
provenientes do Rio Tinto. 
 
Figura  3.  Local  de  coleta  da  amostra  S3,  contaminada  por  hidrocarbonetos  de 




















Figura  6.  Detalhes  das  coletas,  nos  locais  contaminados  por  hidrocarbonetos 















As  análises  dos  contaminantes  orgânicos  e  inorgânicos  foram  realizadas  no 
Departamento de Química Analítica da Universidade de Huelva,  conforme os  seguintes 
métodos padrões da Agência de Proteção Ambiental Americana (USEPA): Hidrocarbonetos 
totais  de  petróleo  (método  418.1);  compostos  orgânicos  voláteis  (método  8260); 
herbicidas  (método 8151A); pesticidas organoclorados  (método 8081A); metais pesados 




As  amostras  de  solo,  de  1  g  de  solo  com  50%  da  capacidade  de  campo,  foram 
pesadas dentro de tubos de micro centrífuga (1,5 mL de capacidade) contendo 100 μL de 
inibidor de protease (Sigma P 2714) e mais 1 mL de solução tampão  extratora. A solução 
tampão  extratora  constituída  por  50 mM  Tris‐HCl  (pH  7,8),  10%  de  sacarose,  2mM  de 
dithiothreitol  (DDT),  4 mM  EDTA,  0,1%  Brij  58  com  o  pH  final  ajustado  para  7,58.  O 
conteúdo dos  tubos  foram agitados em vortex  (10  segundos) e  imediatamente após  foi 
realizada uma imersão em nitrogênio líquido, sendo repetido este procedimento 4 vezes. 
O  descongelamento  foi  realizado  a  25  °C.  Após  a  lise  o  extrato  protéico  foi  coletado 





Como  não  foi  obtido  sucesso  com  nenhum  protocolo  existente  na  literatura 




  Com  objetivo  de  concentrar  as  proteínas  extraídas,  o  extrato  protéico  foi 









  A quantificação da concentração  final das proteínas  foi realizada pelo método da 





Devido  a  alta  sensibilidade  das  técnicas  de  espectrometria  de massas  todas  as 
fases  que  constam  os  estudos  proteômicos  se  fizeram  extremando  as  precauções 
necessárias para evitar a contaminação por queratina. Todo o material era  lavado antes 









A  separação  das  proteínas  por  ponto  isoelétrico  (isoeletroenfoque)  foi  realizado 
pelo sistema Bio‐Rad IEF (Amersham Biosciences), utilizando géis de IEF (IPG Strips) de 18 






na  câmara  de  reidratação,  e  se  cobriu  o  gel  com  óleo mineral.   Os  géis  de  IEF  foram 
submetidas a 6 horas de reidratação passiva seguido de 6 horas de reidratação ativa a 50 
v, sendo na seqüência 3 rampas lineares de 1,5 h de 500, 1000, 2000 v, respectivamente e, 




A  eletroforese  em  gel  de  poliacrilamida  desnaturante  em  SDS  foi  realizada  no 
sistema  Protean®  plus  Dodeca™  cell  (Bio‐Rad)  para  géis  de  18  cm.  Previamente  a 
eletroforese os géis de  IEF foram equilibrados por 30 minutos sob fraca agitação em um 
tampão contendo 50 mM de 1,5 M Tris‐HCl (pH 8,8), 6 M urea, 30% glicerol, 2% SDS, 1% 
azul  de  bromofenol,  com  adição    de  DTT  (10  mg.mL‐1  de    tampão).  Após  ter  sido 













































tripsina  (50 ng. µL‐1 em NH4HCO3 25 mM pH 8,2). Na seqüência  foi eliminada a  tripisina 
não absorvida, sendo adicionado NH4HCO3 20 mM. A extração dos peptídeos da digestão 




A  análise  por  espectrometria  de massas  foi  realizada mediante  o  equipamento 













programa  Fasta  (http://fasta.biotech.virginia.edu/).  As  bases  de  dados  utilizadas  foram 
Swiss‐Prot  (European  Bioinformatics  Institute,  Heidelberg,  Alemanha)  e  GenBank 
(National Center  for Biotechnology  Information, WA,  Estados Unidos). As buscas  foram 
realizadas em  toda a amplitude de massa molecular e ponto  isoelétrico e com  restrição 
aos  domínios  Bacteria  e  Fungi.  A  ontologia  e  as  funções  moleculares  das  proteínas 
identificadas  foram  realizadas  utilizando  os  softwares  UniProt  (Universal  Protein 










salobre  submetido  a  uma  clara  influência  das marés  com  desenvolvimento  de  fluvisóis 
sálicos,  ainda  que  em  seu  alto  curso  tenha  sido  modificado  antropicamente,  que 
determina características hidrodinâmicas e edáficas contrastadas com respeito ao tramo 




a  contaminação  hidroquímica  do  rio  Huelva,  que  recebe  rejeitos  da  atividade  de 
mineração  por meio  dos  rios  Tinto  e Odiel,  e  com  a  existência  da  exploração  agrícola 
intensiva de cultivo de morangos.  




  Os  filosilicatos  dominantes  são  caolinita  e  ilita,  junto  com  esmectita  em  alguns 
casos. Na parte alta do relevo os solos são arenosos e estão constituídos majoritariamente 
por quarzto  (70‐90%), devido ao aporte de abundante material detrítico procedente da 
erosão  das  areias  pleistocênicas  de  seu  entorno  e  de  drenagem  de  várias  partes mais 
áridas.  
  Os solos mais representativos foram os fluvisóis, com vegetação Halófita típica de 
marisma,  exceto  no  tramo  lagunar  que  predominam  espécies  próprias  de  ambientes 
doces ou pouco salobre. Estes solos apresentam variação entre caráter reduzido (Eh= ‐133 
mV) e oxidado (Eh= + 163 a 290 mV), no geral são solos ácidos a moderadamente neutros. 
Em  resumo,  estes  solos  refletem  em  sua  composição  mineralógica  os  efeitos  da 
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degradação  física,  em  função  da  drenagem  de  resíduos  mineiros  e  industriais,  que 
induzem a neo‐formarção dos minerais como jarosita, gesso e vivianita.  
 















  A  interação de  superfície dos microrganismos  com as partículas do  solo envolve 
vários  passos:  a)  transporte  para  a  superficie,  b)  contato  e  inicial  adesão  c)  fixação  d) 
crescimento, para formar microcolônias ou biofilmes (Grasso et al., 1996), resultando na 
criação de um novo microambiente (Lavie & Stotzky, 1986). Desta forma, macromoléculas 
microbianas  que  são  liberadas  neste  microambiente  poderão  ser  imobilizadas  nas 
partículas  do  solo.  Enzimas  extracelulares  liberadas  para  assegurar  a  clivagem  de 
polímeros,  são  prontamente  adsorvidas  em  argilo‐minerais  através  de  pontes  de 
Amostra 
pH  CE  Eh  Granulometria  M.O 
H2O  mS  mV  AREIA  ARGILA  SILTE  (%) 
S1  6,3  26,5  233  62,58  3,51  33,92  3,40 
S3  4,5  8,21  290  27,88  10,20  61,93  2,82 
S9  5,0  0,479  ‐133  62,44  5,78  31,78  3,86 





de  pH  do  solo  inferiores  ao  ponto  isoelétrico  das  proteínas  proporcionam  fortes 
interações  eletrostáticas que ocorrem  entre  a  superfície dos  argilo‐minerais  carregados 









eletroquímica,  em  termos  de  cargas  permanentes  do  solo,  devido  ao  predomínio  de 
minerais 1:1  com baixa  capacidade de  troca de  cátions. Entretanto,  são possuidores de 
uma grande capacidade  reativa com  relação a cargas variáveis, dependentes do pH, em 
função dos elevados teores de matéria orgânica.  O  conhecimento  aprofundado  da 





sistema  de  posicionamento  global  (GPS),  possuindo  um  histórico  conhecido  que  serve 
para  o monitoramento  do  nível  de  contaminação  do  estuário. Cada  ponto  onde  foram 
realizadas as amostragens possui uma contaminação específica mais acentuada (Tabelas 2 
e 3). 
As  amostras  foram  classificadas  em  contaminadas  por metais  pesados  (amostra 
S1), hidrocarbonetos  (amostra S3) e defensivos agrícolas  (amostra S9). Pode‐se verificar 
que  o  solo  controle  apresenta  todos  os  metais  pesados,  com  exceção  do  urânio, 
detectados  nas  demais  amostras.  Embora  em  concentrações  muito  inferiores,  isto 
 







Controle S1 S3  S9
µg g‐1 solo
TPH  56,2 79,3 980  63,5
COV  ND ND 86,3  ND
HER  ND ND ND  0,13
POC  ND ND ND  0,019







Controle S1 S3  S9
µg g‐1 solo
Cr  23,0 117 46,0  12,3
Co  1,9 26,8 2,9  16,2
Ni  3,3 42,8 12,6  6,5
Cu  313,6 2915 1112  2213
Zn  219,3 4257 316,3  319,1
As  112,2 1046 305,6  215,7
Sr  9,6 263 21,3  10,9
Cd  2,3 14,37 11,6  9,4
Pb  23,6 919 216,4  117,8









dificuldade  deve‐se  ao  grande  número  de moléculas  e  íons  interferentes  que  são  co‐
extraídos juntamente com as proteínas.  
No  princípio  iniciou‐se  utilizando  métodos  existentes  na  literatura  (Ogunseitan 
1993, 2006; Singleton 2003; Schulze et al., 2004a, 2004b) para extração de proteínas de 
amostras  ambientais,  visando  a  otimização  e  padronização  para  as  amostras.  Estes 
métodos  foram  desenvolvidos  para  aplicação  em  SDS‐PAGE  (Eletroforese  em  gel  de 
poliacrilamida  desnaturante  por  dodecil  sulfato  de  sódio)  e  não  foram  aplicados  em 
estudos proteômicos, que utilizam 2D‐PAGE (Eletroforese bi‐dimensional).  
  Com  os  extratos  protéicos  obtidos  pelos  métodos  acima  mencionados  não  se 
alcançou  géis  com  padrão  de  separação  e  resolução  suficiente  para  dar  seqüência  às 
análises subseqüentes. Pode‐se observar que os extratos aplicados primeiramente a SDS‐






MW  S1 S3 S9
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Os  arrastes,  que  podem  ser  horizontais  ou  verticais,  são  formados  por  vários 
fatores, porém de uma maneira geral ocorrem em  função de aglomerados de proteínas 
que  não  estão  totalmente  solubilizadas  e/ou  pela  presença  de  sais  (força  iônica)  que 
prejudicam a movimentação eletroforética (Berkelman et al., 2000a). Arrastes horizontais, 
em 2D‐PAGE, indicam problemas ocorridos durante a focalização do ponto isoelétrico (IEF, 








Na  primeira  dimensão  (IFE)  a  separação  ocorre  por  meio  do  movimento 
eletroforético das proteínas  submetidas a uma  forte diferença de potencial elétrico. As 





imobilizado  de  pH,  até  encontrarem  seu  ponto  isoelétrico  (ponto  de  carga  zero)  e 
perderem  a  capacidade  de  migração.  Contudo,  para  que  as  proteínas  possam  ser 
separadas  eficientemente  se  faz  necessário  que  as mesmas  encontrem‐se  totalmente 
solubilizadas. Uma vez que  isto não aconteça a separação  torna‐se  ineficiente devido às 
proteínas  não  solubilizadas  formarem  aglomerados.  Estes  aglomerados  são  arrastados 
pelo movimento  das  proteínas  solúveis,  porém  não  se  separam  e  provocam  um  efeito 
"semelhante a uma mola espichada” (Rabilloud et al., 1996).  









Além  disso,  a  concentração  de  proteínas  extraídas  pelos métodos  aplicados  foi 
muito baixa,  sendo necessária aplicação de métodos para  concentrar o extrato e assim 
indiretamente  pode  ter  ocorrido  a  concentração  dos  sais  presentes.  Após  várias 
modificações  em  todos  os  protocolos  testados  nenhum  progresso  visível  foi  observado 
(Figura 9).  
Com base nestes  resultados, pode‐se deduzir que  as  amostras possuíam  grande 
concentração  de  compostos  orgânicos  interferentes,  possivelmente  pela  presença  de 
substâncias  húmicas,  devido  à  coloração  marrom  do  extrato  (Aoyama,  2006).  As 
substâncias  húmicas  são  uma mistura  complexa  de  compostos  orgânicos,  basicamente 
fenólicos, estáveis no  solo, originários das degradações bióticas e  abióticas do material 
orgânico.  De  fato,  alguns  autores  como  Criquet  et  al.  (2002)  e  Wang  et  al.    (2003) 
trabalhando  com  amostras  ricas  em  compostos  fenólicos  apontaram  os  mesmos 
problemas aqui observados para as amostras de solo.  
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Para a confirmação de que os interferentes realmente se tratavam de substâncias 
húmicas  foi  realizado  um  procedimento  de  isolamento  destes  compostos,  utilizando  o 











estas  substâncias  orgânicas  do  extrato  protéico  do  solo.  O  maior  desafio  neste 
procedimento  foi  a  eliminação  dos  interferentes,  que  possuem  características  físico‐
químicas muito semelhantes às proteínas, sem que houvesse perda de material protéico 
durante o processo. Vários métodos descritos na  literatura foram testados, mas nenhum 
êxito  foi  alcançado  com  os  procedimentos  adotados,  demonstrando  uma  grande 







nas  partículas  minerais  deste  ambiente  e  envoltas  a  uma  infinidade  de  compostos 
orgânicos que constituem a matéria orgânica do solo (McBride, 1994), como descrito no 
item 5.3.1. Por este motivo, protocolos que realizam a  lise celular em meio às partículas 








características  físico‐químicas  intrínsecas  a  cada  amostra,  uma  vez  que  não  existe  um 
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Figuras  10.  Primeiro  gel  obtido  com  resolução  aceitável.    As  setas  indicam  a 
presença de arrastes verticais e os círculos demarcam alguns spots. 
 
Na  tabela  1  é possível  constatar  as diferenças nas  características  físico‐químicas 
dos  solos  analisados  e  atribuir que  em  função destas  características particulares  foram 
obtidas as diferenças na resolução e separação das proteínas nos 2D‐PAGE (Figura 11).  
As  eletroforeses  bi‐dimensionais  revelaram  uma  razoável  quantidade  de  spots, 
contudo,  muitos  arrastes  horizontais  e  verticais  ainda  persistiam,  com  distintas 
intensidades entre as amostras de solo.  Quando os 2D‐PAGE permitem a visualização de 










contaminado  por  hidrocarbonetos  (S3);  solo  contaminado  por 
defensivos agrícolas (S9). 
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meses priorizando‐se a otimização de um protocolo de  limpeza  foi possível elaborar um 
método que  reproduziu  géis  com  alta  resolução  e  reprodutibilidade, praticamente  sem 
arrastes (Figuras 12 a 14).  
Os protocolos de extração e  limpeza desenvolvidos  apresentaram  características 
fundamentais para a confiabilidade do método, primeiro: alta resolução em todos os géis 
independentemente da amostra de solo; segundo: alta reprodutibilidade e terceiro e mais 








valores  de  pH  do  solo  deveriam  ficar  fortemente  adsorvidas  às  partículas  sólidas.  No 
entanto, pode‐se observar que os spots ficaram distribuídos em todo gel. Tomando como 
exemplo  o  solo  S3  (Figura  13),  que  apresentou  um  pH  de  4,5,  seria  esperado  que  um 



















As  análises  de  imagens  foram  realizadas  utilizando  dois  softwares  aplicados  a 
bioinformática, PDquest 8.0 para  as  análises qualitativas  e ProteomWeaver 4.0 para  as 
analises quantitativas,  assim  escolhidos  em  função da  sensibilidade do  software para  a 
análise desejada. 
Inicialmente,  desejava‐se  analisar  as  triplicatas  de  cada  amostra  de  solo  e 
confrontar  todos os  resultados entre  as distintas  amostras. Contudo,  foi  verificado que 
















superior  imagem  real  do  gel,  na  seqüência  imagens  3D  geradas  pelo 
software.   
 
144  CAPÍTULO  3  –  Resultados  e  discussão  –  Metaproteômica  de  solos  contaminados  por  hidrocarbonetos,  metais  pesados  e defensivos agrícolas 
Com base neste padrão que reune todos os spots de todos os géis, foi realizada a 
comparação  contra  cada  gel  correspondente  a  um  ponto  de  coleta  e  averiguada  a 
similaridade entre os mesmos. Neste estudo a resolução dos géis permitiu a visualização 
de  aproximadamente  200  spots  por  gel,  sendo  a  similaridade  entre  replicatas  de 
aproximadamente 92%, sendo encontrada uma similaridade de apenas 30% quando foram 
comparadas duas amostras de pontos distintos de coleta. 
 Quando  adotou‐se  este  método  para  realizar  as  análises  de  imagens 
aproximadamente 1600 spots foram detectados em cada 2D‐PAGE, com uma similaridade 
igual ou  superior  a 93%  entre  replicatas  (Apêndices 1  a 4), demonstrando uma  grande 
robustez do método empregado. As  comparações automáticas  realizadas pelo  software 
entre  os  distintos  solos  variaram  de  71%  até  80%  de  similaridade  (Apêndices  5  a  10). 







deveria  apresentar  elevada  densidade  e  baixo  desvio  padrão.  Outros  parâmetros  que 
foram  levados  em  consideração,  com menor  relevância,  foram  o  ponto  isoelétrico  e  a 
massa molecular  relativa,  buscando  a maior  distribuição  no  gel  possível.    Ao  final  das 




A  partir  dos  espectros  obtidos  na  análise  por  MALDI‐TOF  foi  decidido  realizar 
análises no capLC‐μESI‐ITMS/MS. Os espectros de MS/MS obtidos  foram  submetidos ao 





Todos  esses  procedimentos  foram  realizados  para  se  obter  uma  máxima 
identificação  das  proteínas,  uma  vez  que  peptídeos  de  organismos  de  genoma 
desconhecido  (não  seqüenciados)  somente  serão  identificados  se  este  compartir  uma 
identidade  de  seqüência  elevada  com  respeito  a  alguma  das  proteínas  reportadas  nas 
bases de dados.   
Além  disso,  para  garantir  a  identificação  evitando‐se  resultados  falso‐positivos 
foram  adotados  os  seguintes  critérios:  análise  da  correlação  cruzada  (Xc)  e  correlação 
normalizada  (ΔCn). O Xc tem  função de mensurar a similaridade da relação massa‐carga 
(m/z) de fragmentos entre o valor predito de seqüências de aminoácidos publicados e o 










Dentre  as  proteínas  identificadas,  considerando  que  estas  procedem  dos  spots 





(6%).  No  solo  contaminado  por  metais  pesados,  entre  as  proteínas  identificadas, 
aproximadamente 39% foram proteínas do metabolismo, 30% superóxido dismutase, 13% 
chaperonas,  9%  de  transporte  e  igualmente  com  4%  de  síntese  proteica  e  de  função 
desconhecida (Tabela 5).  
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Tabela 4. Funções das 17 proteínas identificadas do solo controle. 



































































































As  funções  moleculares  das  proteínas  identificadas  do  solo  contaminado  por 
hidrocarbonetos  (Tabela  6)  predominantemente  ficaram  relacionadas  ao  sistema  de 
transporte  (30%)  e  a  de  síntese  de  proteínas  (27%).  Neste  solo  as  proteínas  do 
metabolismo  representaram  22%  e  as  superóxido  dismutase  5%,  e  não  foi  possível 
estabelecer função para 16% (função desconhecida na base de dados).  
  Com  aproximadamente  58%  as  chaperonas predominaram no  solo  contaminado 
por  defensivos  agrícolas  (Tabela  7),  seguido  pelas  de  síntense  de  proteínas  com  29%. 
Deste modo,  estes  dois  grupos  de  funções moleculares  alcançaram  87%  do  total  das 
proteínas identificadas, sendo que as superoxido dismutases, de função desconhecida, de 
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uma  maneira  geral,  os  microrganismos  possuem  relativamente  poucas  opções  de 







é  uma  rápida  adaptação  envolvendo  um  ou  mais  sistemas  de  resposta  ao  estresse. 
Entretanto, estudos  relacionados a estresse ambiental estão em  sua maioria  restritos a 
condições de  laboratório, reduzindo a caracterização real de resposta de uma população 
em  um  ambiente  aberto  e  dinâmico  como  o  solo,  onde  os  microrganismos  estão 
constantemente  sendo  sujeitos  a múltiplas mudanças  físico‐químicas e expostos  a uma 
grande variedade de estressores (Hazen & Stahl, 2006).  
 
Tabela  6.  Funções  das  37  proteínas  identificadas  no  solo  contaminado  por 
hidrocarbonetos (S3).  
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É  evidente  que  o  limite  de  adaptação  de  qualquer  espécie  a  um  estressor 
específico  pode  variar  enormemente  quando  o  microrganismo  está  exposto 
simultaneamente  a múltiplos  estressores  (Boor,  2006).  De maneira  geral  existem  duas 
respostas  ao  estresse:  a  imediata  regulação  e  subsequente  resposta  fisiológica,  que 
promoverão  mudanças  no  transcriptoma,  proteoma,  metaboloma  e  na  arquitetura 
celular.  Desta  forma,  mudanças  na  estrutura  do  mRNA  e  proteínas  fazem  parte  da 
primeira linha de defesa celular (Winkler, 2005; Narberhaus et al., 2006). Nos últimos anos 
tornou‐se  claro  que,  além  da  regulação  da  expressão  de  genes  específicos,  existe  um 
sistema global de regulação que controla a simultânea expressão de um grande número 




com  a  expressão  de  transportadores,  chaperonas,  modificadores  de  membrana  e  a 
alteração  no  padrão  de  proteínas metabólicas.  O  primeiro  destes  sistemas  globais  de 




como  exposição  celular  a  hidrocarbonetos  e  outras  condições  de  estresse  produzem 
...Continuação da Tabela 6. 
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respostas prontamente perceptíveis por meio de análises proteômicas das quais se  têm 
observado, mediante o produto destes proteomas  funcionais, a  identificação de muitas 
Hsp  induzidas  em  resposta  a  vários  estímulos  (Monahan  et  al.,  2001).  A  resposta  do 
sistema “Heat shock” é universal e muitas das Hsp  (que são chaperonas) são altamente 
conservadas  entre  espécies,  permitindo  assim  um  melhor  entendimento  destas  sob 
distintas condições de estresse (Münchbach et al., 1999).   
As  chaperonas  são  consideradas  como  um  sistema  universal  de  resposta  ao 
estresse  porque  previnem  danos  que  são  normalmente  comuns  a  muitos  tipos  de 
estressores. Muitos estressores têm como ação principal a danificação do DNA, oxidação 
de macromoléculas e a desnaturação de proteínas (Park et al., 2000).  
A  desnaturação  de  proteínas  é  o  maior  evento  que  está  associado  aos  mais 
diversos tipos de estresse, sendo que o principal mecanismo de resposta associado a este 
estresse é a síntese de chaperonas (Georgopoulos & Welch, 1993). A acumulação celular 
de  proteínas  parcialmente  desnaturadas,  que  possuem  suas  regiões  hidrofóbicas 
expostas,  permitem  a  adesão  das  chaperonas  para  recuperar  o  dano.  A  depleção  na 
quantidade de moléculas de chaperonas serve como sinal de  indução para a ativação da 
síntese  destas  (Sanders  et  al.,  1999).  As  chaperonas  previnem  interações  indesejáveis 
entre  superfícies  potecialmentes  complementares  das  proteínas,  permitindo  que  a 
conformação proteica seja mantida, que é essencial a bioatividade da molécula (Martin & 
Hartl, 1993).  
Com  base  na  identificação  das  proteínas  pode‐se  constatar  que  todos  os  solos, 
incluindo  o  solo  controle,  apresentaram  diferentes  mecanismos  de  resistência  às 
pertubações  do  ambiente.  A  expressão  de  chaperonas  foi  quantitativamente  a maior 
resposta entre os distintos grupos funcionais, alcançando aproximadamente 24% do total 
identificado.  
No  solo  controle  foram  verificadas  proteínas  de  resposta  ao  estresse  tais  como 
chaperonas, superóxido dismutases e metabólicas (Ftsz).  Inicialmente este solo foi assim 
estabelecido  por  não  apresentar  um  histórico  de  contaminação,  contudo,  as  análises 




pequenas  concentrações,  é  provável  que  a  presença  destes  contaminates  tenha 
desencadeado o sistema de resposta.  
 
Tabela  7.  Funções  das  31  proteínas  identificadas  do  solo  contaminado  por 
defensivos agrícolas (S9).  
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As  proteínas  Ftsz  têm  participação  direta  na  “citocinética  microbiana”,  sendo 
essenciais para a divisão por serem responsáveis pela  invaginação e septação da parede 
celular  (Rothfield et al., 1991). Sob condições adversas  (estresse celular) essas proteínas 
podem  regular  a  fase  vegetativa,  podendo  gerar  endósporos  como  estruturas  de 
resistência  visando  a  perpetuação  da  espécie  quando  as  condições  ambientais  forem 
favoráveis (Bradford & Court, 1998).  
  Como  esperado  no  solo  contaminado  por  metais  pesados  prevaleceram  as 





quinases  (família NDK) e as  serina hidroximetil  transferases  (SHMT). Os metais pesados 




são  produzidos  em  reações  de  oxido‐reduções  dos  metais  pesados  com  moléculas 
celulares  são  capturados  pelas  superóxido  dismutases  gerando  peróxido  de  hidrogênio 





Mn‐SOD;  a  SodB  que  é  uma  Fe‐SOD,  também  citoplasmática  e  a  SodC  que  é  uma 
periplasmática  Cu/Zn‐SOD  (Gardner &  Fridovich,  1991),  sendo  que  todas  essas  classes 
estão envolvidas no sistema de defesa celular contra estresse oxidativo (Seib et al., 2006). 
Além  das  superóxido  dismutases  também  foi  verificado  a  presença  de  nucleosídeo 
difosfato  quinase  (NDK).  As  NDKs  catalizam  a  transferência  do  grupamento  fosfato 
terminal de nucleosídeos  tri‐fosfato  (NTP) a nucleosídeos di‐fosfato  (NDP). As NDKs  são 




é  regulada  por  fosforilação,  assim  as  NDKs  mediam  a  transferência  de  grupomentos 
fosfatos controlando a biosíntese das catalases (Yoshida & Hasunuma, 2004).  
  O metabolismo  de  proteínas  pode  ser  dividido  em  três  fases: metabolismo  de 
carboidratos, metabolismo  nucleotídeos  e metabolismo  de  amino  ácidos. Desta  forma, 
precedendo  a  síntese  de  novas  proteínas,  requeridas  sob  situação  de  estresse,  é 
necessário a biossíntese de amino ácidos. A serina hidrometil transferase (SHMT) catalisa 
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   A  análise  dos  grupos  funcionais  do  solo  contaminado  com  hidrocarbonetos 
revelou  3  principais  grupos  envolvidos  na  resistência:  as  proteínas  de  transporte 
(superfamília  ABC),  os  fatores  de  elongação  Tu  (EF‐Tu),  e  entre  as  metabólicas 
descataram‐se NDKs e as argininas deiminases.  
  Quanto  a  tolerância  a  hidrocarbonetos,  as  proteínas  podem  ser  divididas  em  4 
principais  grupos  funcionais:  proteínas  de  degradação  (capacidade  de  utilizá‐los  como 





geração  de  energia  adicional.  Em  consonância  a  demanda  de  energia  são  induzidas 
proteínas  que  permitam  a  entrada  de  açúcares  na  célula,  por  meio  do  sistema  de 
transporte da superfamília ABC (Ramos et al., 1997).  
A  demanda  de  energia  está  principalmente  relacionada  à  extrusão  dos 
hidrocarbonetos  por  este  sistema  transporte,  que  impede  que  ocorra  uma  saturação 
destes compostos no citoplasma e também, não menos importante, pelo grande aumento 
na  síntese  de  novas  proteínas.  Para  garantir  a  demanda  extra  de  energia  pode  ser 
acionada a rota metabólica da arginina deiminase, que gera 1 mol de ATP por 1 mol de L‐
arginina  (Thauer et al., 1977) conforme  ilustrado na Figura 16. As proteínas do  fator de 
elongação Tu são responsáveis pela condução apropriada dos códons, guiando o aminacil‐
tRNA  ao  correto  aminoacil  do  ribossomo,  para  suprir  a  biosíntese  proteica  (Miller  & 
Weissbach, 1977).  
Fatores  de  elongação  Tu  citoplamáticos  em  condições  de  estresse  podem  ser 
translocados para o  espaço periplasmático, onde podem  ter uma  função  semelhante  a 
uma molecular  chaperona  (Berrier  et  al.,  2000). Devido  aos  coeficientes  de  partição  a 
grande maioria dos hidrocarbonetos afetam as proteínas periplasmáticas, e um aumento 













resposta a estresses,  tais como peptidil‐prolil  isomerases  (PPIase) e alquil hidroperoxido 
redutases (AHse), e de degradação (catecol‐1,2‐dioxigenase).  
A PPIase é uma pequena proteína que faz parte do sistema “Heat Shock Stress” por 
estar  diretamente  envolvida  na  criação  ou  restauração  da  conformação  funcional  das 
proteínas  (Macario  &  Macario,  2000a).  Esta  proteína  é  responsável  por  realizar  o 
dobramento conformacional de cadeias de polipeptídeos através de  ligações  rotacionais 
peptidil‐prolil.  Espontaneamente  essas  ligações  ocorrem  muito  lentamente,  assim,  as 
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PPIases  catalisam  tais  reações  tornando‐as  compatíveis  com outras  atividades  celulares 
(Vorob’eva,  2004). Desta  forma,  esta  proteína  tem  atividade  semelhante  a  chaperonas 
que pode dar conformação a proteínas parcialmente desnaturadas  (Macario & Macario, 
2000b). 
A  alquil  hidroperoxido  redutase  é  uma  tiorredoxina  peroxidase  da  família  das 
peroxiredoxinas (Nguyên‐nhu & Knoops, 2002). As Tiorredoxinas peroxidases são enzimas 
fundamentais  na  redução  de  peróxidos  de  hidrogênio  e  alquil  hidroperoxidos,  que 
possuem alto potencial para danificar moléculas de proteínas, ácidos nucléicos e  lipídeos 






ligados aos dois grupos hidroxila do catecol  (na via orto), para dar  lugar a  formação do 
ácido cis‐cis mucônico e daí succinato e acetil‐coenzima A (Chapmam, 1972). 
As  análises  detalhadas  dos  principais  grupos  funcionais  identificados 
demonstraram  uma  grande  variedade  de  proteínas  envolvidas  direta  ou  indiretamente 
nos mais diversos mecanismos de resposta ao estresse. Algumas das proteínas como por 
exemplo,  transportadoras  da  família  ABC,  Superoxido  dismutases,  EF‐Tu,  foram 
identificadas em mais de um spot no mesmo 2D‐PAGE. Em estudos de cultura pura, tais 
resultados  poderiam  ser  atribuídos  a  proteólise,  modificações  pós‐traducionais  ou 
isoformas de proteínas. A proteólise é pouco provável que tenha ocorrido visto que foram 
utilizados  inibidores  de  proteases  durante  todo  processo  de  extração  e  limpeza  dos 
extratos  (Benndorf  et  al.,  2007).  Além  disso,  a  presença  de  proteínas  de  alto  peso 
molecular  presente  em  todos  os  géis  descartam  tal  hipótese.  Modificações  pós 
traducionais  não  foram  verificadas  durante  as  análises  de  espectrometria  de  massas. 





possa  ser  detectado  (Lo  et  al.,  2007).  A  comprovação  que  se  trata  de  isoenzimas  de 
diferentes origens genéticas foi confirmada pela substituição de amino‐ácidos em alguns 







reflete  a  presença  e  atividade  de  diferentes  grupos  taxonômicos  e  demonstra  o 
“fingerprint” proteômica dos microrganismos do solo frente aos contaminantes.  
 Por fim, ao nosso conhecimento até o presente momento, com base na literatura 
internacional,  este  é  o  primeiro  trabalho  de  desenvolvimento  de  um  protocolo  de 
extração  direta  de  proteínas  de  solos  contaminados  para  aplicação  em  2D‐PAGE.  Os 
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Figura  17.  Análise  de  similaridade  entre  repetições  do  solo  controle  (géis  sobrepostos 








Figura  18.  Análise  de  similaridade  entre  repetições  do  solo  contaminado  com 
hidrocarbonetos (géis sobrepostos pelo software). As setas indicam os spots 







Figura  19.  Análise  de  similaridade  entre  repetições  do  solo  contaminado  com metais 
pesados  (géis  sobrepostos  pelo  software).  As  setas  indicam  os  spots  que 































































Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 





































































K.M*LAYNCSPSFNWK.K 1633.71 4.50 0.2 Q1IHE4|Q1IHE4_ACIBL Isocitrate lyase - Acidobacteria bacterium 
Spot 4 
K.MLAYNCSPSFNWK.K 1617.72 4.32 0.4 Q1IHE4|Q1IHE4_ACIBL Isocitrate lyase - Acidobacteria bacterium 
Spot 4 
K.VAM*VYGQM*NEPPGNR.L 1694.76 4.34 0.4 A1TJ41|A1TJ41_ACIAC ATP synthase F1, beta subunit - Acidovorax avenae subsp. citrulli 
Spot 4 
K.VGLFGGAGVGK.T 961.55 3.47 0.3 A1TJ41|A1TJ41_ACIAC ATP synthase F1, beta subunit - Acidovorax avenae subsp. citrulli 
Spot 4 
K.VLLPTQNAVR.N 1110.66 2.51 0.2 Q8ENS3|Q8ENS3_OCEIH Isocitrate lyase - Oceanobacillus iheyensis 
Spot 4 
K.MLSYNCSPSFNWK.K 1633.71 3.84 0.3 Q0BDY7|Q0BDY7_BURCM Isocitrate lyase - Burkholderia cepacia 
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Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 4 
R.DVLLFVDNIYR.Y 1366.74 3.27 0.3 Q6FFK0|ATPB_ACIAD ATP synthase subunit beta - Acinetobacter sp 
Spot 5 R.GLGAGANPEVGKK.A 1197.66 3.20 0.3 A7Z4E9|A7Z4E9_BACA2 FtsZ. - Bacillus amyloliquefaciens 
Spot 6 R.VAIDALAVFVHK.D 1282.75 3.80 0.3 
Q486R2|Q486R2_COLP3 Putative phosphate 
ABC transporter, periplasmic phosphate-bi - 
Colwellia psychrerythraea 
Spot 7 
K.TPILGLDVWEHAYYLNYQNR.R 2465.22 7.03 0.6 Q9KD10|SODM_BACHD Superoxide dismutase [Mn] - Bacillus halodurans 
Spot 7 
K.FGSFDAFKEEFAK.A 1522.72 4.18 0.4 A0RIP9|A0RIP9_BACAH Superoxide dismutase, Mn - Bacillus thuringiensis 
Spot 8 K.TPVIGLDVWEHAYYLNYQNR.R 2451.21 6.61 0.3 A0RIP9|A0RIP9_BACAH Superoxide dismutase, Mn - Bacillus thuringiensis 
Spot 9 K.SCVTNFGSGWTWLVK.K 1741.84 5.91 0.5 
A4G7Y8|A4G7Y8_HERAR Superoxide 







Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 1 K.VGDVVIFNEGYGVK.S 1495.78 4.49 0.1 A3N121|A3N121_ACTP2 10 kDa chaperonin. - Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 
Spot 1 R.ILENGTVKPLDVK.V 1425.83 4.42 0.2 A3D8X0|A3D8X0_SHEB5 10 kDa chaperonin. - Shewanella baltica 
Spot 1 R.LLENGTVKPLDVK.V 1425.83 4.42 0.2 Q12S62|Q12S62_SHEDO 10 kDa chaperonin. - Shewanella denitrificans 
Spot 2 R.ADFAESIDANAVHGSDSEAAAAR.E 2275.02 6.49 0.5 Q1IEI5|Q1IEI5_PSEE4 Nucleoside diphosphate kinase - Pseudomonas entomophila 
Spot 2 R.EIAYFFAATEVTTR 1618.81 5.16 0.5 Q1IEI5|Q1IEI5_PSEE4 Nucleoside diphosphate kinase - Pseudomonas entomophila 
Spot 2 K.AEAEGFYAEHSER.G 1495.64 4.22 0.4 Q4K6U5|NDK_PSEF5 Nucleoside diphosphate kinase - Pseudomonas fluorescens 
Spot 2 R.TFSIIKPDAVAK.N 1289.75 3.33 0.4 A0LBZ0|A0LBZ0_MAGSM Nucleoside diphosphate kinase - Magnetococcus sp 
Spot 2 K.LAAELAAANLR.A 1112.64 3.71 0.2 A3D8Q2|A3D8Q2_SHEB5 Ribosomal protein L9. - Shewanella baltica 
Spot 3 R.FNDFSGDFSYDAAKPTAAK.V 2051.93 5.90 0.5 A3D710|A3D710_SHEB5 YceI family protein - Shewanella baltica 
Spot 3 R.FNDFSGDFSYDAAK.P 1583.66 4.87 0.4 A3D710|A3D710_SHEB5 YceI family protein - Shewanella baltica 
Spot 3 K.FAQATFTSTTVEDK.G 1545.74 4.60 0.5 A3D710|A3D710_SHEB5 YceI family protein - Shewanella baltica 
Spot 3 K.VSHLGYSYVVGR.F 1336.70 3.98 0.4 A3D710|A3D710_SHEB5 YceI family protein - Shewanella baltica 
Spot 3 K.M*DLGPASSHVELDLVVEGVR.K 2139.08 3.87 0.4 A3D710|A3D710_SHEB5 YceI family protein - Shewanella baltica 
Spot 3 R.AGFTGTTTFAM*K.D 1248.59 3.82 0.3 A3D710|A3D710_SHEB5 YceI family protein - Shewanella baltica 
Spot 3 R.EGAHASITFK.V 1060.54 2.13 0.1 A3D710|A3D710_SHEB5 YceI family protein - Shewanella baltica 
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Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 3 K.VNVTVNTLSVDSNHAER.D 1854.93 5.88 0.3 A6WQU7|A6WQU7_SHEB8 YceI family protein - Shewanella baltica 
Spot 4 K.TSVGTFGSGWGWLVK.K 1581.81 4.33 0.4 Q02H75|Q02H75_PSEAB Superoxide dismutase - Pseudomonas aeruginosa 
Spot 4 K.ETLEYHHDK.H 1171.54 2.68 0.3 Q6FCJ6|Q6FCJ6_ACIAD Superoxide dismutase [Fe] - Acinetobacter sp 
Spot 4 K.FVAEQFEGK.T 1054.52 2.85 0.2 Q1IE87|Q1IE87_PSEE4 Superoxide dismutase [Fe] - Pseudomonas entomophila 
Spot 5 K.NALEPHISQETIEYHYGK.H 2129.03 4.84 0.2 A1S6W9|A1S6W9_SHEAM Superoxide dismutase - Shewanella amazonensis 
Spot 5 K.NALEPHISQETIEYHYGK.H 2129.03 4.25 0.2 A1S6W9|A1S6W9_SHEAM Superoxide dismutase - Shewanella amazonensis 
Spot 5 K.NALEPHISQETLEYHYGK.H 2129.03 4.84 0.5 A1U285|A1U285_MARAV Superoxide dismutase - Marinobacter aquaeolei 
Spot 5 K.NALEPHISQETLEYHYGK.H 2129.03 4.25 0.4 A1U285|A1U285_MARAV Superoxide dismutase - Marinobacter aquaeolei 
Spot 5 K.AQFTDSAVNNFGSAWTWLVK.K 2242.09 6.67 0.5 A3D3H6|A3D3H6_SHEB5 Superoxide dismutase - Shewanella baltica 
Spot 5 K.LNGLIEGTDFAGK.S 1334.70 4.63 0.4 A3D3H6|A3D3H6_SHEB5 Superoxide dismutase - Shewanella baltica 
Spot 5 K.AKFTDSAVNNFGSAWTWLVK.K 2242.13 6.67 0.2 Q083G8|Q083G8_SHEFN Superoxide dismutase - Shewanella frigidimarina 
Spot 5 K.LNGLVEGTEFAGK.T 1334.70 3.01 0.4 Q083G8|Q083G8_SHEFN Superoxide dismutase - Shewanella frigidimarina 
Spot 6 R.YYGGCEYVDVVETLAIER.A 2136.00 6.52 0.3 
A0KNH4|A0KNH4_AERHH Serine 
hydroxymethyltransferase - Aeromonas hydrophila 
subsp. hydrophila 
Spot 7 R.VAVTGAAGQIGYSLLFR.I 1722.95 5.24 0.5 Q6F7X1|MDH_ACIAD Malate dehydrogenase - Acinetobacter SP 
Spot 7 K.KFDFLVSSLSITDER.K 1756.91 5.93 0.2 
Q88R52|Q88R52_PSEPK Amino acid ABC 
transporter, periplasmic amino acid-binding p - 
Pseudomonas putida 
Spot 7 K.LYDTQENAYLDLVSGR.I 1856.90 5.36 0.4 
Q88R52|Q88R52_PSEPK Amino acid ABC 
transporter, periplasmic amino acid-binding p - 
Pseudomonas putida 
Spot 7 K.KFDFIVSSLSITDER.K 1756.91 5.93 0.2 
Q1I3F2|Q1I3F2_PSEE4 Putative amino acid ABC 
transporter, periplasmic amino acid- - Pseudomonas 
entomophila 
Spot 7 R.M*GIEAAYPPFNNK.D 1467.69 4.53 0.3 
Q1I3F2|Q1I3F2_PSEE4 Putative amino acid ABC 
transporter, periplasmic amino acid- - Pseudomonas 
entomophila 
Spot 7 K.QAVDFTDPYYSNK.Q 1547.70 4.11 0.4 
Q1I3F2|Q1I3F2_PSEE4 Putative amino acid ABC 
transporter, periplasmic amino acid- - Pseudomonas 
entomophila 
Spot 8 R.EVFDYFLPELESR.D 1643.80 4.57 0.4 A3D204|A3D204_SHEB5 NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase. - Shewanella baltica 
Spot 8 R.FALEVVDAVVAR.I 1288.73 4.26 0.3 A3D204|A3D204_SHEB5 NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase. - Shewanella baltica 
Spot 8 R.VRDGVELVPYSDEM*LASLV 2108.06 4.16 0.5 A3D204|A3D204_SHEB5 NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase. - Shewanella baltica 
Spot 8 R.PFIANPDYVAR.V 1262.65 4.04 0.2 A3D204|A3D204_SHEB5 NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase. - Shewanella baltica 
Spot 8 K.PATLEDIQGLVR.D 1311.73 3.78 0.3 A3D204|A3D204_SHEB5 NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase. - Shewanella baltica 
Spot 8 R.FALEVVDAVVAR.I 1288.73 3.17 0.3 A3D204|A3D204_SHEB5 NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase. - Shewanella baltica 
Spot 8 K.TPASYDYNVDVTR.K 1500.70 4.01 0.5 Q1LN75|Q1LN75_RALME Fructose-bisphosphate aldolase - Ralstonia metallidurans 
Spot 9 R.YYGGCEYVDVVETLAIER.A 2136.00 5.97 0.3 
A0KNH4|A0KNH4_AERHH Serine 
hydroxymethyltransferase - Aeromonas hydrophila 
subsp. hydrophila 
Spot 9 R.VM*EAQGSQLTNK.Y 1321.64 3.94 0.1 
A0KNH4|A0KNH4_AERHH Serine 
hydroxymethyltransferase - Aeromonas hydrophila 
subsp. hydrophila 
Spot 9 R.GGVILSAADDEDLYKK.L 1693.86 5.26 0.4 A3D7D0|A3D7D0_SHEB5 Serine hydroxymethyltransferase - Shewanella baltica 
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Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 9 K.EADAALGSANITVNK.N 1473.75 4.87 0.4 A3D7D0|A3D7D0_SHEB5 Serine hydroxymethyltransferase - Shewanella baltica 
Spot 9 R.GGVILSAADDEDLYK.K 1565.77 3.63 0.3 A3D7D0|A3D7D0_SHEB5 Serine hydroxymethyltransferase - Shewanella baltica 
Spot 9 K.VYQQQVVNNAK.A 1290.68 3.47 0.2 A3D7D0|A3D7D0_SHEB5 Serine hydroxymethyltransferase - Shewanella baltica 
Spot 9 K.IVSGGTSNHLM*LVDLIGR.D 1898.02 3.31 0.5 A3D7D0|A3D7D0_SHEB5 Serine hydroxymethyltransferase - Shewanella baltica 






Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 1 R.YEDVNVDDPNSSSGNQDR.Q  2010.83 7.11 0.6  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 R.NAVVSLFTDSDFGNGYTGSR.G  2106.97 6.64 0.4  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 K.TDLSQLPNSNADVDTLQVDLEAK.F  2486.23 6.42 0.5  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 K.TDLSQLPNSNADVDTLQVDLEAKF  2633.29 6.22 0.5  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 K.ADLGGAEVFASAGQYTLK.D  1797.90 6.20 0.5  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 K.VGYEIDKNFSLGAAYLM*AK.T  2106.06 6.04 0.5  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 K.NTDSTDGEDQAWLAGLK.T  1820.83 6.03 0.4  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 R.RSTNQSFDNYFDKK.S  1749.82 4.54 0.4  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 K.LTVGASIYGYDNDK.E  1515.73 4.49 0.5  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 K.HDAQVYHGQLGAK.F  1423.71 4.30 0.3  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 R.STNQSFDNYFDKK.S  1593.72 4.18 0.2  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 K.HDAQVYHGQLGAK.F  1423.71 3.97 0.4  
Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative 
uncharacterized protein. - Pseudomonas putida 
Spot 1 R.STNQSFDNYFDK.K  1465.62 3.90 0.3  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 K.NFSLGAAYLMAK.T  1285.66 3.03 0.2  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 K.MGAWSLDYNYR.D  1375.61 3.00 0.2  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 K.DNVDGDGVQYK.H  1209.54 2.63 0.5  Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida  
Spot 1 R.NAVVSLFTDSDFGNGFTGSR.G  2090.98 7.04 0.6  
Q1I6R2|Q1I6R2_PSEE4 Putative 
uncharacterized protein. - Pseudomonas 
entomophila  
Spot 1 R.ANGSINQAQYNELQGDLAK.E  2033.99 5.48 0.4  
Q1I6R2|Q1I6R2_PSEE4 Putative 




Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 1 R.VGFYSEINPQVDAGVR.V  1750.88 5.34 0.5  
Q1I6R2|Q1I6R2_PSEE4 Putative 
uncharacterized protein. - Pseudomonas 
entomophila  
Spot 2 K.TVDFAASDSAM*SEADIAK.V  1844.82 6.41 0.5  
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida  
Spot 2 K.NTAGVTVDYQSK.G  1282.63 3.74 0.4  
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida  
Spot 2 R.DVYSNIFLGK.I  1155.60 3.14 0.3  
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida  
Spot 2 K.HLSAINADFK.Q  1115.58 2.88 0.3  
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida  
Spot 2 R.DLLSTYDFPGDDTPIIIGSAR.M  2266.12 5.74 0.3  
Q48D34|Q48D34_PSE14 Translation elongation 
factor Tu. - Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola  
Spot 2 R.KLVETLDSYIPEPVR.L  1758.96 4.84 0.4  
Q48D34|Q48D34_PSE14 Translation elongation 
factor Tu. - Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola  
Spot 2 R.GITINTAHVEYNSLTR.H  1788.92 4.73 0.1  
Q48D34|Q48D34_PSE14 Translation elongation 
factor Tu. - Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola  
Spot 2 K.LVETLDSYIPEPVR.L  1630.87 4.02 0.4  
Q48D34|Q48D34_PSE14 Translation elongation 
factor Tu. - Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola  
Spot 2 K.VQDPLEIVGLR.D 1238.71 3.70 0.2 
Q48D34|Q48D34_PSE14 Translation elongation 
factor Tu. - Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola 
Spot 2 K.ADLVDDAELLELVEM*EVR.D 2075.02 6.28 0.4 
Q7M7F1|Q7M7F1_CHRVO Translation 
elongation factor Tu - Chromobacterium 
violaceum 
Spot 2 R.M*ALEGKDDNEMGTTAVK.K 1825.83 5.25 0.4 Q1IFW8|Q1IFW8_PSEE4 Protein chain elongation factor - Pseudomonas entomophila 
Spot 2 R.VCSEVFGSAVVEFDK.I 1672.79 4.77 0.5 Q1IFW8|Q1IFW8_PSEE4 Protein chain elongation factor - Pseudomonas entomophila 
Spot 2 R.M*ALEGKDDNEM*GTTAVK.K 1841.83 4.39 0.5 Q1IFW8|Q1IFW8_PSEE4 Protein chain elongation factor - Pseudomonas entomophila 
Spot 2 R.GQVLVKPGSVKPHTK.F 1574.94 4.33 0.0 Q1IFW8|Q1IFW8_PSEE4 Protein chain elongation factor - Pseudomonas entomophila 
Spot 2 R.DTTTTTCTGVEMFR.K 1619.70 4.26 0.5 Q1IFW8|Q1IFW8_PSEE4 Protein chain elongation factor - Pseudomonas entomophila 
Spot 2 R.AIDKPFLM*PIEDVFSISGR.G 2151.12 5.62 0.0 Q83ES6|Q83ES6_COXBU Translation elongation factor Tu. - Coxiella burnetii 
Spot 2 R.AIDKPFLMPIEDVFSISGR.G 2135.12 5.05 0.0 Q83ES6|Q83ES6_COXBU Translation elongation factor Tu. - Coxiella burnetii 
Spot 2 R.AIDQPFLM*PIEDVFSISGR.G 2151.08 5.62 0.3 
Q1R0H7|Q1R0H7_CHRSD Translation 
elongation factor 1A - Chromohalobacter 
salexigens 
Spot 2 R.AIDQPFLMPIEDVFSISGR.G 2135.08 5.05 0.4 
Q1R0H7|Q1R0H7_CHRSD Translation 
elongation factor 1A - Chromohalobacter 
salexigens 
Spot 2 R.VCSEVFGSAIVEFDK.I 1686.80 5.78 0.5 Q88QP8|EFTU1_PSEPK Elongation factor Tu-A - Pseudomonas putida 
Spot 2 R.GITINTAHVEYNSTIR.H 1788.92 5.13 0.1 Q88QP8|EFTU1_PSEPK Elongation factor Tu-A - Pseudomonas putida 
Spot 2 R.QVGVPYIVVFLNK.C 1475.86 3.90 0.1 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 2 R.AGENCGVLLR.G 1088.55 3.52 0.2 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 2 R.QVGVPYLVVFLNK.C 1475.86 3.90 0.0 Q9Z9L6|EFTU_BACHD Elongation factor Tu - Bacillus halodurans 
Spot 2 R.GITINTAHVEYDSNVR.H 1788.89 4.49 0.2 A4VHL6|A4VHL6_PSEU5 Translation elongation factor Tu. - Pseudomonas stutzeri 
Spot 2 R.HYAHVDCPGHADYVK.N 1768.79 4.90 0.5 A1TJ05|A1TJ05_ACIAC Translation elongation factor Tu - Acidovorax avenae subsp. citrulli 
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Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 2 R.GITINTAHVEYETANR.H 1788.89 4.26 0.2 A1TJ05|A1TJ05_ACIAC Translation elongation factor Tu - Acidovorax avenae subsp. citrulli 
Spot 3 R.NAVVSLFTDSDFGNGYTGSR.G 2106.97 6.38 0.6 Q88EC2|Q88EC2_PSEPK Putative uncharacterized protein. - Pseudomonas putida 
Spot 3 R.GVDVLEM*HNLLTDIVQNK.E 2054.06 5.72 0.3 Q88P52|ARCA_PSEPK Arginine deiminase - Pseudomonas putida 
Spot 3 K.ITPDTVGVGLTNEVR.S 1570.84 4.87 0.4 Q88P52|ARCA_PSEPK Arginine deiminase - Pseudomonas putida 
Spot 3 R.KITPDTVGVGLTNEVR.S 1698.94 4.82 0.5 Q88P52|ARCA_PSEPK Arginine deiminase - Pseudomonas putida 
Spot 3 R.KAGIEVITISAGELGR.G 1613.92 5.49 0.4 Q1I5H4|Q1I5H4_PSEE4 Arginine deiminase - Pseudomonas entomophila 
Spot 3 R.LTPSNCDELLFDDVIWVDQAK.R 2478.19 5.08 0.3 Q1I5H4|Q1I5H4_PSEE4 Arginine deiminase - Pseudomonas entomophila 
Spot 3 R.QAIGQLAQNLFAK.G 1401.78 4.30 0.4 Q1I5H4|Q1I5H4_PSEE4 Arginine deiminase - Pseudomonas entomophila 
Spot 3 R.AAM*HLDTVFSFCDR.D 1685.74 4.49 0.4 Q02EJ4|Q02EJ4_PSEAB Arginine deiminase. - Pseudomonas aeruginosa 
Spot 3 R.VVETGGNSFAAER.E 1336.65 3.90 0.5 Q02EJ4|Q02EJ4_PSEAB Arginine deiminase. - Pseudomonas aeruginosa 
Spot 3 R.DLVTVFPEVVK.E 1245.71 3.37 0.3 Q02EJ4|Q02EJ4_PSEAB Arginine deiminase. - Pseudomonas aeruginosa 
Spot 3 R.LTPSNCDELLFDDVIWVNQAK.R 2477.20 3.32 0.4 Q02EJ4|Q02EJ4_PSEAB Arginine deiminase. - Pseudomonas aeruginosa 
Spot 3 R.SAMHLDTVFSFCDR.D 1685.74 4.49 0.0 A4VHD1|A4VHD1_PSEU5 Arginine deiminase. - Pseudomonas stutzeri 
Spot 3 R.ASMHLDTVFSFCDR.D 1685.74 4.50 0.0 A3MJP2|A3MJP2_BURM7 Arginine deiminase - Burkholderia mallei 
Spot 4 K.DNASADIGDVGAAFGPIAVTK.G 1988.99 6.63 0.5 
Q88M48|Q88M48_PSEPK ABC transporter, 
periplasmic binding protein. - Pseudomonas 
putida 
Spot 4 K.RFEVLIPSDGSVISGYTTVINK.Y 2395.29 6.28 0.4 
Q88M48|Q88M48_PSEPK ABC transporter, 
periplasmic binding protein. - Pseudomonas 
putida 
Spot 4 R.FEVLIPSDGSVISGYTTVINK.Y 2239.19 6.10 0.5 
Q88M48|Q88M48_PSEPK ABC transporter, 
periplasmic binding protein. - Pseudomonas 
putida 
Spot 4 K.FEAEKDNASADIGDVGAAFGPIAVTK.G 2593.28 5.98 0.4 
Q88M48|Q88M48_PSEPK ABC transporter, 
periplasmic binding protein. - Pseudomonas 
putida 
Spot 4 K.RFEVLIPSDGSVISGYTTVINK.Y 2395.29 5.44 0.4 
Q88M48|Q88M48_PSEPK ABC transporter, 
periplasmic binding protein. - Pseudomonas 
putida 
Spot 4 K.HSDTDMSSAQELAK.F 1519.67 5.13 0.0 
Q88M48|Q88M48_PSEPK ABC transporter, 
periplasmic binding protein. - Pseudomonas 
putida 
Spot 4 K.HSDTDM*SSAQELAK.F 1535.66 5.08 0.0 
Q88M48|Q88M48_PSEPK ABC transporter, 
periplasmic binding protein. - Pseudomonas 
putida 
Spot 4 R.FEVLIPSDGSVISGYTTVINK.Y 2239.19 5.07 0.4 
Q88M48|Q88M48_PSEPK ABC transporter, 
periplasmic binding protein. - Pseudomonas 
putida 
Spot 4 K.DLVKEEERPK.T 1242.67 2.90 0.2 
Q88M48|Q88M48_PSEPK ABC transporter, 
periplasmic binding protein. - Pseudomonas 
putida 
Spot 4 K.VAIGDVGTAAQAANGVLAAAIAYK.G 2215.21 7.74 0.6 
Q1IDF0|Q1IDF0_PSEE4 Putative ABC 
transporter, periplasmic binding protein. - 
Pseudomonas entomophila 
Spot 4 K.GEVEVGVVWDFNGLSYR.D 1925.94 6.24 0.5 
Q1IDF0|Q1IDF0_PSEE4 Putative ABC 
transporter, periplasmic binding protein. - 
Pseudomonas entomophila 
Spot 4 K.GDEKNIEPGLQLFTK.L 1688.89 5.33 0.5 
Q1IDF0|Q1IDF0_PSEE4 Putative ABC 
transporter, periplasmic binding protein. - 
Pseudomonas entomophila 
Spot 4 R.LSLANPTIQTLEK.G 1427.81 4.41 0.0 
Q1IDF0|Q1IDF0_PSEE4 Putative ABC 




Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 4 K.RLSLANPTIQTLEK.G 1583.91 3.84 0.0 
Q1IDF0|Q1IDF0_PSEE4 Putative ABC 
transporter, periplasmic binding protein. - 
Pseudomonas entomophila 
Spot 4 K.GDEKNIEPGLQLFTK.L 1688.89 3.25 0.4 
Q1IDF0|Q1IDF0_PSEE4 Putative ABC 
transporter, periplasmic binding protein. - 
Pseudomonas entomophila 
Spot 4 K.LPADVQAK.L 841.48 2.29 0.1 
Q1IDF0|Q1IDF0_PSEE4 Putative ABC 
transporter, periplasmic binding protein. - 
Pseudomonas entomophila 
Spot 4 K.HSDTDMSSAQEIAK.F 1519.67 5.13 0.5 
A0RPY3|A0RPY3_CAMFF ABC transporter, 
periplasmic substrate-binding protein. - 
Campylobacter fetus subsp. fetus 
Spot 4 K.HSDTDM*SSAQEIAK.F 1535.66 5.08 0.5 
A0RPY3|A0RPY3_CAMFF ABC transporter, 
periplasmic substrate-binding protein. - 
Campylobacter fetus subsp. fetus 
Spot 4 R.LSLANPTIQTIEK.G 1427.81 4.41 0.4 
Q48L83|Q48L83_PSE14 ABC transporter, 
periplasmic substrate-binding protein. - 
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 
Spot 4 K.RLSLANPTIQTIEK.G 1583.91 3.84 0.3 
Q48L83|Q48L83_PSE14 ABC transporter, 
periplasmic substrate-binding protein. - 
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 
Spot 4 R.EYIFSDAGQINLAK.G 1568.80 5.26 0.5 
Q02Q81|Q02Q81_PSEAB Putative ABC 
transporter, periplasmic substrate-binding prot - 
Pseudomonas aeruginosa 
Spot 5 K.TVDFAASDSAMSEADIAK.V 1828.83 6.62 0.6 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.TVDFAASDSAM*SEADIAK.V 1844.82 6.54 0.5 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.GQTIADSMGYIPLPPSVVDQVR.K 2343.20 6.50 0.5 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.GQTIADSM*GYIPLPPSVVDQVR.K 2359.20 5.83 0.5 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.VGEGVQLLPM*TAGEIVLAYNLPGNPK.G 2696.43 5.53 0.4 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.ITQWNDPQIAAANPDLK.L 1894.97 5.79 0.3 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.SYPITSYTWM*IFR.K 1680.81 4.78 0.4 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.SYPITSYTWMIFR.K 1664.81 4.76 0.5 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 R.LTGSGASFPAPIYLTWFK.D 1956.03 4.62 0.4 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.NTAGVTVDYQSK.G 1282.63 4.14 0.4 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 R.QTPGAIGYIEYGFAK.L 1614.82 3.99 0.5 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.GSGAGVQDFLNK.T 1192.60 3.81 0.3 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.VDFAM*LQNK.A 1081.53 3.65 0.2 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.LPATPITVVVR.A 1165.73 3.32 0.3 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 




Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 5 K.GSGAGVQDFLNK.T 1192.60 3.08 0.3 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 5 K.HLSAINADFK.Q 1115.58 2.76 0.2 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 6 K.GPGATSQTLDLDISVEGVK.Q 1886.97 6.02 0.4 
Q1I3W0|Q1I3W0_PSEE4 Putative 
uncharacterized protein. - Pseudomonas 
entomophila 
Spot 6 K.KFDFIVSSLSITDER.K 1756.91 6.12 0.2 
Q1I3F2|Q1I3F2_PSEE4 Putative amino acid 
ABC transporter, periplasmic amino acid- - 
Pseudomonas entomophila 
Spot 6 K.FDFIVSSLSITDER.K 1628.82 5.28 0.3 
Q1I3F2|Q1I3F2_PSEE4 Putative amino acid 
ABC transporter, periplasmic amino acid- - 
Pseudomonas entomophila 
Spot 6 R.M*GIEAAYPPFNNK.D 1467.69 4.35 0.3 
Q1I3F2|Q1I3F2_PSEE4 Putative amino acid 
ABC transporter, periplasmic amino acid- - 
Pseudomonas entomophila 
Spot 6 R.MGIEAAYPPFNNK.D 1451.70 3.86 0.3 
Q1I3F2|Q1I3F2_PSEE4 Putative amino acid 
ABC transporter, periplasmic amino acid- - 
Pseudomonas entomophila 
Spot 6 K.DIGDALCAK.M 962.46 2.37 0.3 
Q1I3F2|Q1I3F2_PSEE4 Putative amino acid 
ABC transporter, periplasmic amino acid- - 
Pseudomonas entomophila 
Spot 6 K.KFDFLVSSLSITDER.K 1756.91 6.12 0.0 
Q88R52|Q88R52_PSEPK Amino acid ABC 
transporter, periplasmic amino acid-binding p - 
Pseudomonas putida 
Spot 6 K.LYDTQENAYLDLVSGR.I 1856.90 5.32 0.4 
Q88R52|Q88R52_PSEPK Amino acid ABC 
transporter, periplasmic amino acid-binding p - 
Pseudomonas putida 
Spot 6 K.FDFLVSSLSITDER.K 1628.82 5.28 0.0 
Q88R52|Q88R52_PSEPK Amino acid ABC 
transporter, periplasmic amino acid-binding p - 
Pseudomonas putida 
Spot 6 K.YVQYEWLK.S 1128.57 2.76 0.3 
Q88R52|Q88R52_PSEPK Amino acid ABC 
transporter, periplasmic amino acid-binding p - 
Pseudomonas putida 
Spot 6 K.DGSNFEFK.G 943.42 2.66 0.3 
Q88R52|Q88R52_PSEPK Amino acid ABC 
transporter, periplasmic amino acid-binding p - 
Pseudomonas putida 
Spot 6 K.DASGNVVGFDK.D 1108.53 3.92 0.4 
Q3KJK1|Q3KJK1_PSEPF Extracellular solute-
binding protein, family 3 - Pseudomonas 
fluorescens 
Spot 7 R.EIAYFFAATEVTTR 1618.81 4.31 0.4 Q1IEI5|Q1IEI5_PSEE4 Nucleoside diphosphate kinase - Pseudomonas entomophila 
Spot 7 K.TSVGTFGSGWGWLVK.K 1581.81 4.26 0.4 Q02H75|Q02H75_PSEAB Superoxide dismutase - Pseudomonas aeruginosa 
Spot 7 K.HHNTYVVNLNNLVPGTEFEGK.S 2382.18 3.69 0.3 A0KI41|A0KI41_AERHH Superoxide dismutase - Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila 
Spot 8 K.DFDGNFSWDSAKPEASK.I 1900.83 5.23 0.5 Q88D47|Y4981_PSEPK UPF0312 protein PP_4981 - Pseudomonas putida 
Spot 8 K.HIASADFLDVK.K 1215.64 4.46 0.4 Q88D47|Y4981_PSEPK UPF0312 protein PP_4981 - Pseudomonas putida 
Spot 8 R.DKHIASADFLDVK.K 1458.76 3.52 0.3 Q88D47|Y4981_PSEPK UPF0312 protein PP_4981 - Pseudomonas putida 
Spot 8 K.TVDFAASDSAM*SEADIAK.V 1844.82 5.93 0.5 
Q88JJ3|Q88JJ3_PSEPK Phosphate ABC 
transporter, periplasmic phosphate-binding pro - 
Pseudomonas putida 
Spot 8 K.GPGATSQTLDLDISVEGVK.Q 1886.97 6.25 0.4 
Q1I3W0|Q1I3W0_PSEE4 Putative 
uncharacterized protein. - Pseudomonas 
entomophila 
Spot 8 R.AGFNATTTLNLNDFGIK.G 1796.92 6.04 0.4 
Q1I3W0|Q1I3W0_PSEE4 Putative 
uncharacterized protein. - Pseudomonas 
entomophila 
Spot 8 K.TADVTGDLTM*HGVTKPVTFK.A 2134.08 4.54 0.5 
Q1I3W0|Q1I3W0_PSEE4 Putative 




Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 8 K.TADVTGDLTM*HGVTK.P 1561.75 4.07 0.4 
Q1I3W0|Q1I3W0_PSEE4 Putative 
uncharacterized protein. - Pseudomonas 
entomophila 
Spot 8 K.IDKEGQHAFVDWK.I 1572.78 3.96 0.3 
Q1I3W0|Q1I3W0_PSEE4 Putative 
uncharacterized protein. - Pseudomonas 
entomophila 
Spot 9 R.ADFAESIDANAVHGSDSEAAAAR.E 2275.02 6.32 0.5 Q1IEI5|Q1IEI5_PSEE4 Nucleoside diphosphate kinase - Pseudomonas entomophila 
Spot 9 R.EIAYFFAATEVTTR 1618.81 4.93 0.5 Q1IEI5|Q1IEI5_PSEE4 Nucleoside diphosphate kinase - Pseudomonas entomophila 
Spot 9 K.ITTRFEEAGLKIVASK.I 1763.01 3.04 0.4 Q1IEI5|Q1IEI5_PSEE4 Nucleoside diphosphate kinase - Pseudomonas entomophila 






Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 1 K.CDLVDDEELLELVEM*EVR.E 2222.02 6.04 0.3 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 1 R.GITINTSHVEYDSPIR.H 1801.91 5.08 0.4 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 1 R.ELLSTYDFPGDDTPVIR.G 1937.95 4.94 0.4 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 1 K.AFLMPIEDVFSISGR.G 1681.86 4.70 0.5 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 1 K.AFLM*PIEDVFSISGR.G 1697.86 4.55 0.3 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 1 K.DYSQIDSAPEEK.A 1381.61 4.10 0.4 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 1 K.TTLTAAIATICAK.T 1334.73 3.72 0.4 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 1 R.AGENCGVLLR.G 1088.55 3.69 0.2 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 1 K.FDAEVYVLSK.E 1170.60 3.07 0.2 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 1 R.HYAHVDCPGHADYVK.N 1768.79 4.75 0.4 A1TJ05|A1TJ05_ACIAC Translation elongation factor Tu - Acidovorax avenae subsp. citrulli 
Spot 1 R.QVGVPYIIVFLNK.C 1489.88 3.69 0.3 A1TJ05|A1TJ05_ACIAC Translation elongation factor Tu - Acidovorax avenae subsp. citrulli 
Spot 1 R.QVGVPYIIVFINK.C 1489.88 3.69 0.2 
Q1LSY4|Q1LSY4_BAUCH Translation 
elongation factor Tu. - Baumannia 
cicadellinicola subsp. Homalod 
Spot 1 K.VGEEVEIVGIKDTVK.T 1614.89 5.02 0.4 
A3M1F6|A3M1F6_ACIBT Protein chain 
elongation factor EF-Tu. - Acinetobacter 
baumannii 
Spot 1 K.TTVTGVEM*FR.K 1156.57 3.56 0.3 
A3M1F6|A3M1F6_ACIBT Protein chain 
elongation factor EF-Tu. - Acinetobacter 
baumannii 
Spot 1 K.TTVTGVEM*FRK.L 1284.66 3.32 0.2 
A3M1F6|A3M1F6_ACIBT Protein chain 




Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 1 K.TTVTGVEMFR.K 1140.57 2.35 0.3 
A3M1F6|A3M1F6_ACIBT Protein chain 
elongation factor EF-Tu. - Acinetobacter 
baumannii 
Spot 1 K.VGEEVEIVGLKDTVK.S 1614.89 5.02 0.2 A1JIH3|A1JIH3_YERE8 Elongation factor TU. - Yersinia enterocolitica serotype O:8 / b 
Spot 2 K.VLVVGNPANTNAYIAM*K.S 1790.95 5.67 0.5 A1TP96|MDH_ACIAC Malate dehydrogenase - Acidovorax avenae subsp. citrulli 
Spot 2 K.VLVVGNPANTNAYIAMK.S 1774.95 5.47 0.4 A1TP96|MDH_ACIAC Malate dehydrogenase - Acidovorax avenae subsp. citrulli 
Spot 2 R.TIEGPLYVAGAPESTGFAR.L 1935.98 5.45 0.5 Q0KAA6|Q0KAA6_RALEH Catechol 1,2-dioxygenase - Ralstonia eutropha 
Spot 2 K.VNGEIFIGQGQALNEVASR.D 2002.04 6.27 0.5 Q6F7X1|MDH_ACIAD Malate dehydrogenase - Acinetobacter sp 
Spot 2 R.VAVTGAAGQIGYSLLFR.I 1722.95 5.88 0.5 Q6F7X1|MDH_ACIAD Malate dehydrogenase - Acinetobacter sp 
Spot 2 K.DQPVILQLLEIPVEK.A 1734.00 5.10 0.3 Q6F7X1|MDH_ACIAD Malate dehydrogenase - Acinetobacter sp 
Spot 2 R.GITINTSHVEYDSPIR.H 1801.91 4.81 0.3 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 2 K.AFLM*PIEDVFSISGR.G 1697.86 4.50 0.2 Q6FDS5|Q6FDS5_ACIAD Protein chain elongation factor EF-Tu - Acinetobacter sp 
Spot 2 R.INFTLNELEEER.A 1506.74 4.60 0.4 A3M928|MDH_ACIBT Malate dehydrogenase - Acinetobacter baumannii 
Spot 3 K.VLVVGNPANTNAYIAMK.S 1774.95 5.23 0.4 A1TP96|MDH_ACIAC Malate dehydrogenase - Acidovorax avenae subsp. citrulli 
Spot 3 K.VLVVGNPANTNAYIAM*K.S 1790.95 5.09 0.6 A1TP96|MDH_ACIAC Malate dehydrogenase - Acidovorax avenae subsp. citrulli 
Spot 3 R.VAVTGAAGQIGYSLLFR.I 1722.95 5.87 0.5 Q6F7X1|MDH_ACIAD Malate dehydrogenase - Acinetobacter sp 
Spot 3 K.DQPVILQLLEIPVEK.A 1734.00 4.69 0.3 Q6F7X1|MDH_ACIAD Malate dehydrogenase - Acinetobacter sp 
Spot 3 K.VAFKDADYALLVGSRPR.G 1878.02 3.78 0.4 Q6F7X1|MDH_ACIAD Malate dehydrogenase - Acinetobacter sp 
Spot 3 K.DADYALLVGSR.P 1179.60 3.19 0.3 Q6F7X1|MDH_ACIAD Malate dehydrogenase - Acinetobacter sp 
Spot 3 K.DADYALLVGSRPR.G 1432.75 2.73 0.2 Q6F7X1|MDH_ACIAD Malate dehydrogenase - Acinetobacter sp 
Spot 3 K.IVQGLEIDEFSR.E 1405.73 4.65 0.3 A3M928|MDH_ACIBT Malate dehydrogenase - Acinetobacter baumannii 
Spot 3 R.INFTLNELEEER.A 1506.74 4.49 0.4 A3M928|MDH_ACIBT Malate dehydrogenase - Acinetobacter baumannii 
Spot 4 K.KAELSFAEEVAAAQAAAK 1804.94 7.33 0.5 
A3M750|A3M750_ACIBT Protein chain 
elongation factor EF-Ts. - Acinetobacter 
baumannii 
Spot 4 K.AELSFAEEVAAAQAAAK 1676.85 5.69 0.5 
A3M750|A3M750_ACIBT Protein chain 
elongation factor EF-Ts. - Acinetobacter 
baumannii 
Spot 4 K.ALESGKPANIVEK.M 1355.75 3.95 0.2 
A3M750|A3M750_ACIBT Protein chain 
elongation factor EF-Ts. - Acinetobacter 
baumannii 
Spot 4 K.ALTEANGDIELAIDNLR.K 1827.94 4.46 0.2 Q6FA54|EFTS_ACIAD Elongation factor Ts - Acinetobacter sp 
Spot 4 K.AIESGKPANIVEK.M 1355.75 3.95 0.4 Q6FA54|EFTS_ACIAD Elongation factor Ts - Acinetobacter sp 
Spot 4 K.KALTEANGDIELAIDNLR.K 1956.04 3.70 0.2 Q6FA54|EFTS_ACIAD Elongation factor Ts - Acinetobacter sp 
Spot 4 K.ALTEANGDIELAIDNLR.K 1827.94 3.63 0.3 Q6FA54|EFTS_ACIAD Elongation factor Ts - Acinetobacter sp 
Spot 4 K.AILIEVNCQTDFVAK.N 1720.89 5.26 0.5 Q9PPX5|EFTS_UREPA Elongation factor Ts - Ureaplasma parvum 
Spot 4 K.DFLIDPYNVVEAR.A 1550.78 4.16 0.2 P00911|TRPC_ACIAD Indole-3-glycerol phosphate synthase - Acinetobacter sp 
Spot 4 R.SKRPGVIAEIK.K 1197.73 3.36 0.2 P00911|TRPC_ACIAD Indole-3-glycerol phosphate synthase - Acinetobacter sp 
Spot 5 K.YISTFLESLVNWDYANAK.L 2134.05 6.19 0.6 Q6FCJ6|Q6FCJ6_ACIAD Superoxide dismutase [Fe] - Acinetobacter sp 
 
187CAPÍTULO 3 – Apêndices– Metaproteômica de solos contaminados por hidrocarbonetos, metais pesados e defensivos agrícolas
Spot  Peptídeo  MH+  Xc  ΔCn  Proteína 
Spot 5 K.HHQTYVTNLNNLIK.G 1694.90 4.06 0.3 Q6FCJ6|Q6FCJ6_ACIAD Superoxide dismutase [Fe] - Acinetobacter sp 
Spot 6 R.TQAPHSASAQFFINVK.N 1745.90 5.61 0.4 Q6FB14|Q6FB14_ACIAD Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase - Acinetobacter sp 
Spot 6 R.DGFYDGVIFHR.V 1325.63 3.54 0.3 Q6FB14|Q6FB14_ACIAD Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase - Acinetobacter sp 
Spot 6 R.VIDGFM*IQGGGM*DENFKEK.A 2146.98 2.98 0.2 Q6FB14|Q6FB14_ACIAD Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase - Acinetobacter sp 
Spot 6 K.TVANFLEYVR.D 1211.64 2.93 0.2 Q6FB14|Q6FB14_ACIAD Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase - Acinetobacter sp 
Spot 6 R.VIDGFM*IQGGGFDKDM*KEK.A 2147.01 2.94 0.2 A6SZV2|A6SZV2_JANMA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B - Janthinobacterium sp 
Spot 6 -.M*SPEQVIDTIK.N 1276.65 2.29 0.2 A1B209|A1B209_PARDP DNA polymerase, beta-like. - Paracoccus denitrificans 
Spot 6 K.VVEGMETIDKIK.S 1361.73 4.07 0.2 
Q0KCB1|Q0KCB1_RALEH Peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase,cyclophilinfamily - Ralstonia 
eutropha 
Spot 6 -.M*IQGGGFDENFK.E 1358.60 3.97 0.3 A3M6J2|A3M6J2_ACIBT Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase - Acinetobacter baumannii 
Spot 7 K.AVVVYFSGYGHTK.R 1427.73 4.20 0.5 Q02Q31|Q02Q31_PSEAB Putative flavodoxin. - Pseudomonas aeruginosa 
Spot 7 K.IQIVEINAGGIGR.D 1339.77 4.85 0.4 
Q6FAK2|Q6FAK2_ACIAD Alkyl hydroperoxide 
reductase, C22 subunit, thioredoxin-like - 
Acinetobacter sp 
Spot 7 K.NFEVLIEAEGLADR.G 1575.80 5.37 0.3 
Q6FEY2|Q6FEY2_ACIAD Alkyl hydroperoxide 
reductase, C22 subunit, thioredoxin-like - 
Acinetobacter sp 
Spot 7 K.LGVEIYSVSTDTHFTHK.A 1933.97 4.84 0.3 
A0KJ17|A0KJ17_AERHH Alkyl hydroperoxide 
reductase subunit C - Aeromonas hydrophila 
subsp. hydrophila 
Spot 8 K.HLSQAEAEGFYAEHK.E 1716.80 5.91 0.5 Q6FEM7|NDK_ACIAD Nucleoside diphosphate kinase - Acinetobacter sp 
Spot 8 R.VAVTGAAGQIGYSLLFR.I 1722.95 5.76 0.5 Q6F7X1|MDH_ACIAD Malate dehydrogenase - Acinetobacter sp 
Spot 8 K.DQPVILQLLEIPVEK.A 1734.00 3.57 0.2 Q6F7X1|MDH_ACIAD Malate dehydrogenase - Acinetobacter sp 
Spot 8 R.INFTLNELEEER.A 1506.74 3.67 0.3 A3M928|MDH_ACIBT Malate dehydrogenase - Acinetobacter baumannii 
Spot 8 K.IVQGLEIDEFSR.E 1405.73 3.71 0.3 A3M928|MDH_ACIBT Malate dehydrogenase - Acinetobacter baumannii 
Spot 8 R.TLSIVKPDAVAK.N 1241.75 1.74 0.2 Q7NS84|NDK_CHRVO Nucleoside diphosphate kinase - Chromobacterium violaceum 
Spot 9 R.DGQRVEFSVVQGQK.G 1576.81 3.83 0.2 Q6FCM6|Q6FCM6_ACIAD Putative cold shock protein. - Acinetobacter sp 








pode  ser  seriamente  comprometida pela presença dos metais  cromo e  cobre, podendo 
subestimar o nível de poluição do ambiente contaminado; 
 
‐ A metaproteômica  aplicada  a  ambientes  contaminados  certamente  contribuirá 
no  desenvolvimento  de  novas  tecnologias  para  a  biorremediação  de  ambientes 





ferramenta  abre  uma  nova  perspectiva  para  os  estudos  de  ecologia  microbiana  e 
microbiologia ambiental aplicada. 
 
